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I.  S i tuat ion profess ionnel le  
Maître de Conférences de 1ère classe
Directeur du Laboratoire de Neurobiologie d’Alfort
Unité Pédagogique de Physiologie-Thérapeutique
Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, 94704 Maisons Alfort
Tél./ Fax : 01 43 96 70 77, email : lefrancois@vet-alfort.fr
et
INSERM U421 “Neuroplasticité et Thérapeutique”
Faculté de médecine, CHU Henri Mondor, 94010 Créteil
Tel : 01 49 81 36 82, Fax : 01 49 81 37 09, email : lefrancois@im3.inserm.fr
Thierry LEFRANÇOIS
né le 13 décembre 1969 à Paris
marié, 1 enfant
28 rue Dupleix, 75015 Paris
Tél. : 01 45 67 62 70
II .  Etudes et  d ip lômes
Docteur vétérinaire, docteur de l’université Paris VI
Formation initiale
• Baccalauréat, série C, mention Bien (1987).
• Classe préparatoire Lycée Marcellin Berthelot, Saint Maur, 94 (1987-1988).
• Ecole nationale vétérinaire d’Alfort, optionnelle pharmacologie et recherche (1988-1992).
• Thèse de doctorat vétérinaire (1993), mention très honorable, félicitations du jury, médaille d’ar-
gent.
Formation universitaire
• DEA de Biologie du Vieillissement Paris VII (1993).
• Thèse de l’université Paris VI (1996), mention très honorable avec félicitations du jury.
Formation complémentaire
• Diplôme de statistiques appliquées à la recherche vétérinaire (60h, ENVA, 1992).
• Formation à l’expérimentation animale niveau 1 (80h, ENVA, 1993).
• Formation permanente INSERM “de l’immunité à l’immunopathologie” (50h, Paris 7, sept 2000)
Langue
• Anglais parlé, lu, écrit couramment.
• Cours de rédaction scientifique en Anglais (40h, ENVA, 1996).
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Recruté comme Maître-Assistant des écoles vétérinaires en Juillet 1993, j’ai été titularisé Maître de
Conférences en Juillet 1995 puis obtenu un avancement de classe en septembre 1999.
1. Participation à l’enseignement de l’ENVA
Je suis impliqué dans les enseignements de physiologie et thérapeutique en second cycle (DCEV1,
DCEV2, DCEV3).
• cours en amphithéâtre
Je prépare 40h des 50h de cours de DCEV1 et je dispense 20 h par an plus 20h en binôme. Cette année
d’enseignement regroupe l’ensemble de la physiologie des différentes fonctions (reproduction, diges-
tion, physiologie cardiovasculaire, respiratoire et rénale). Je suis responsable de l’organisation de l’UV
reproduction et digestion.
Pour les cours, les recherches actuelles dans le domaine sont analysées, et intégrées. Les données essen-
tielles de physiologie, qui sont nécessaires à la compréhension des mécanismes pathologiques, sont
présentées à partir de résultats de travaux publiés dans les bons journaux de la spécialité. Des schémas
récapitulatifs sont expliqués aux étudiants, et les régulations sont discutées à l’aide d’exemples physi-
ologiques ou pathologiques.
Je réalise les cours de thérapeutiques (DCEV3) sur les mécanismes de l’oncogenèse.
Avec la mise en place du 3ème cycle court, je vais être chargé d’un enseignement de physiologie de la
reproduction bovine (T1 Pro habilité pour 5 ans).
Dans l’avenir, je participerai aux cours de PCEV2 (Système nerveux, et mécanismes hormonaux) et
étendrai ma participation aux cours de DCEV3 (thérapeutique). 
• travaux dirigés et pratiques
Les enseignements par quart de promotion permettent une interaction entre enseignant et étudiants et
autorisent le développement de points du programme en les illustrant de documents visuels (vidéo),
informatiques (logiciels de simulation, logiciel d’enregistrement de données physiologiques), ou de
démonstrations expérimentales. Ils sont l’occasion de faire le lien entre les sciences fondamentales et la
clinique. Pour cela, les travaux dirigés sont préparés après discussion avec les cliniciens et nous inté-
grons les applications cliniques des données présentées. Nous mettons en évidence l’intérêt de connaître
les mécanismes physiologiques pour envisager un diagnostic et une thérapeutique.
Les travaux pratiques par huitième de promotion autorisent des manipulations individuelles, en utilisant
des techniques modernes d’investigation, participant à une mémorisation plus aisée, et à une jonction
entre les sciences fondamentales et cliniques.
Je réalise l’ensemble des travaux dirigés et pratiques en enseignement de physiologie et thérapeutique
sur toutes les années d’enseignement. Chacun de ces enseignements dure 2h et est réalisé par quart ou
cinquième ou huitième de promotion : électrocardiogramme, mesure de pression artérielle, équilibres
acido-basiques, urodynamique, cycles sexuels, fécondations in vitro, motricité utérine, motricité intesti-
nale et gastrique, diabète, pharmacocinétique. J’ai mis au point et renouvelle régulièrement tous ces
travaux dirigés et pratiques. Ils représentent 100h d’enseignement par an.
Je participe depuis 1993 à la formation “expérimentation animale niveau I” dispensée à l’ENVA à rai-
son de 2 sessions par an (6 h) en présentant des travaux pratiques sur la manipulation des carnivores.
2. Participation aux examens
• J’ai élaboré tous les sujets d’interrogation correspondant aux cours, travaux dirigés et pratiques
enseignés, et corrigé les copies. J’ai choisi d’afficher les corrections à la fin de l’interrogation afin de
rendre l’évaluation des étudiants formative.
• Je participe aux jurys d’examens de fin d’année depuis 1994, et je suis responsable du jury de second
semestre de DCEV1 (reproduction et digestion)
3. Création de documents pédagogiques
• J’ai rédigé les polycopiés illustrés sur l’appareil cardiovasculaire (70 pages), sur la reproduction (88
pages) et la digestion (65 pages).
• J’ai réalisé des polycopiés de travaux dirigés qui ont été transmis aux étudiants (15 pages environ par
séance).
III .  act iv i tés  d ’enseignement
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4. Encadrement d’élèves, tutorats, stagiaires
• J’ai encadré une thèse vétérinaire dans le laboratoire de Neurobiologie d’Alfort. (J.C. Petit, : mars
2000, félicitation du jury, proposition pour un prix de thèse) et depuis cette année je suis assesseur de 2
à 3 thèses vétérinaires par an.
• Depuis 1996 je suis tuteur de stages de DCEV2 réalisés dans des laboratoires de recherche (INRA,
institut Pasteur, INSERM, hôpitaux de Paris, universités américaines) (3 par an en moyenne).
5. Enseignements divers
Depuis 1994, j’ai participé de façon variable selon les années à des formations extérieures :
• Formation générale de délégués vétérinaires (Pfizer)
• Formation générale de délégués médicaux (Sup Santé)
• Formation en physiologie d’infirmières vétérinaires (Institut Bonaparte)
• Formation de vétérinaires, ingénieurs et techniciens aux techniques de biologie moléculaire au CIRD-
ES (Burkina Faso)
IV.  act iv i tés  de recherche
1. Cadre structurel, position personnelle
• 1992
Stages de fin d’étude à l’INSERM U282 CHU Henri Mondor, Créteil.
Ce stage a été réalisé dans le cadre de l’optionnelle pharmacologie et recherche biomédicale. D’une
durée de 7 mois, ce stage m’a permis de m’intégrer dans une structure de recherche et d’y participer
pleinement.
• 1992-1993
DEA de biologie du vieillissement. Stage de DEA dans l’unité Inserm 282 “Hormones et différencia-
tion cellulaire”, CHU Henri Mondor, Créteil, en collaboration avec l’UP de pathologie du bétail et de
physiologie de l’ENVA
Implication de l’astrocyte dans les encéphalopathies spongiformes. 
Etude de la tremblante naturelle du mouton ou scrapie.
• 1993-1996
Unité INSERM 421 “Neuroplasticité et Thérapeutique”, CHU Henri Mondor, Créteil, Directeur Marc
Peschanski. Thèse d’université.
Membre permanent du conseil de laboratoire. Groupe de recherche interaction neurone-glie. 
Réactivité astrocytaire et conséquence sur la régénération neuronale. Etude in vitro d’un modèle de
lésion du SNC. Modulation de la réactivité astrocytaire par une stratégie antisens.
• 1996-1997
CSN post-doctorat CIRAD-EMVT au CIRDES (centre international de recherche-développement en
zone subhumide, Bobo Dioulasso, Burkina Faso). Caractérisation infraspécifique par les méthodes de
biologie moléculaire des trypanosomes du bétail à des fins diagnostics et thérapeutiques.
• depuis 1998
Directeur du laboratoire de neurobiologie d’Alfort créé suite à un appel d’offre de la Direction Générale
de l’Enseignement de la Recherche. “Modélisation thérapeutique en neurologie” 
Responsable de l’équipe “Recherches thérapeutiques sur le glioblastome” dans l’unité INSERM 421
(M. Peschanski), .
Mise au point de modèles in vitro et in vivo de glioblastome. Etude des voies de migration des cellules
tumorales. Interactions hôte-cellules tumorales
2. Compétences techniques en recherche
Biochimie et immunologie 
• Extraction des protéines, “ western blotting “, ELISA.
• Marquages immunohistologiques, immunomarquages fluorescents et analyse au microscope con-
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focale.
• Immunosuppression lors de greffes.
Biologie moléculaire
• Extraction d’ADN, PCR, emploi des puces à ADN (atelier de formation INSERM).
• Extraction d’ARN, “ northern blotting “, hybridation in situ, transcription in vitro, traduction in
vitro.
• Utilisation d’ARN antisens.
Culture cellulaire 
• Cultures primaires d’astrocytes et de neurones, cocultures, cultures de lignées et de biopsies.
• Cultures organotypiques de tranches de cerveaux.
Histologie 
• Coupes histologiques (microtome, ultramicrotome, cryostat).
• Colorations et marquages.
Conduite des expérimentations 
• Autorisation d’expérimenter sur animaux vivants, niveau 1 responsable d’expérimentations. 
• Stage INSERM Hygiène et Sécurité.
3. Encadrement de la recherche
J’ai encadré Sophie De Boüard inscrite au DEA Cellule Normale et Pathologique (Paris V) au cours de
l’année 1998-1999. Elle a reçu la mention Très Bien, a été Major de promotion et s’est vue attribuer,
une bourse MRE pour ces travaux dans mon groupe de recherche sur les glioblastomes. J’encadre
actuellement sa thèse sur les voies de migration des gliomes.
J’ai encadré en 2000 une étudiante titulaire d’une maîtrise sur un stage long (6 mois) dans mon groupe
sur la thérapeutique antiproliférative des glioblastomes.
Je dirige les recherches de ces étudiants, les encadre d’un point de vue technique et scientifique, et les
forme en particulier à la rédaction d’articles.
Dans mon groupe, Jean-Sébastien Guillamo réalise une thèse sur l’utilisation de molécules thérapeu-
tiques dans un modèle in vitro de glioblastome. Christo Christov est en poste vert INSERM et développe
un modèle d’étude des glioblastome issus de biopsies.
J’ai encadré une thèse de doctorat vétérinaire au sein du laboratoire de neurobiologie sur les thématiques
du laboratoire : Jean-Claude PETIT (Mars 2000) “Réactivité astrocytaire et régénération neuronale”
4. Participation à des sociétés savantes
• Membre de la société française de Neurosciences depuis 1993.
• Membre de l’EANO (European association of Neurooncology) depuis 1998.
• Membre correspondant de AACR (American association for cancer research) depuis Janvier 2000.
V.  responsabi l i tés  administrat ives
1. Responsabilités et fonctions au service de l’école vétérinaire
• Responsable du Laboratoire de Neurobiologie d’Alfort
• Représentant de l’école vétérinaire pour le projet Physiopôle à Créteil
• Membre du conseil du département des sciences biologiques et pharmaceutiques (DSBP), du conseil
de discipline, et de la commission communication.
• Membre des jurys de titularisation de Maître de Conférences, et d’attribution des prix de Thèse
2. Responsabilités et fonctions au service de l’INSERM
• Responsable de l’équipe “Recherches thérapeutique sur le glioblastome”
• Expert de l’INSERM pour les appels d’offres actions concertées du vivant sur les encéphalopathies
spongiformes (1995).
• Correspondant informatique de l’unité 421
- 5 -
PublICatIonS
L’ensemble des travaux de recherche a donné lieu à :
10 publications dans des revues internationales à comité de lecture dont 4 en premier auteur.
4 publications soumises dont 3 en dernier auteur.
4 publications dans des revues plus professionnelles ou à des fins de vulgarisation de bonne qualité en
premier ou dernier auteur.
5 publications d’abstracts. 
21 communications à des congrès internationaux (9 en 1er auteur).
Publications soumises en 2000
1. de Boüard S, Kassar-Duchossoy L, Guillamo J-S, Christov C, Masset M, Cohen-Haguenauer O,
Peschanski M, Lefrançois T. 
Characterization of diffusely invasive human glioma cells following implantation into brain slices in
vitro.
2. Guillamo J-S, Lisovoski F, Leguerinel C, Defer G, Christov C, Peschanski M, Lefrancois T. 
Migration pathways of human glioblastoma cells implanted into the immunosuppressed rat brain. 
3. Moissonnier P, Blot S, Devauchelle P, Deslile F, Beuvon F, Boulouha L, Colle M-A, Lefrançois T.
Stereotactic CT-guided brain biopsy in the Dog. Cytological and histological diagnosis and early com-
plication in 23 dogs (1996-1999).
4. Bauer B, Kabore I, Lefrançois T, Solano P. 
Impact of Triflumoron impregnated targets on two tsetse populations (Glossina morsitans submorsitans
Newstead and G. tachinoidesWestwood) in the game ranch of Nazinga, southern Burkina Faso. 
2000
5. Chambaut-Guerin A-M, Costa SL, Lefrançois T, Fages C, Gautherreau X, Tardy M (2000). Effect
of retinoic acid and tumor necrosis factor alpha on GL-15 glioblastoma cells. 
Neuroreport, 11, 389-393.
1999
6. Lefrançois T, Solano P, Bauer B, Kabore I, Touré SM, Cuny G, Duvallet G. (1999). Polymerase
Chain Reaction characterization of trypanosomes in Glossina morsitans submorsitans and G. tachi-
noides collected on the game ranch of Nazinga, Burkina Faso. 
Acta Tropica, 72, 65-77.
Table 1. Publications d’articles dans
des revues internationales à comité de
lecture et facteurs d’impact (ISI, 1997)
des périodiques. 
I .  Publ icat ions internat ionales  dans des revues à  comités
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7. Solano P, Michel J-F, Lefrançois T, de La Rocque S, Sidibé I, Zoungrana A, Cuisance D (1999). PCR
as a diagnosis tool for detecting trypanosomes in naturally infected cattle in Burkina Faso. 
Veterinary Parasitology, 86, 95-103.
8. Duvallet G, de La Rocque S, Reifenberg J-M,  Solano P, Lefrançois T, Michel J-F, Bengaly Z, Sidibe
I, Cuisance D, Cuny G, (1999). Review on the molecular tools for the understanding of the epidemiol-
ogy of animal trypanosomosis in west Africa. 
Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 94, 245-248.
1998
9. Lefrançois T, Solano P, de La Rocque S, Bengaly Z, Reifenberg J-M, Kabore I, Cuisance D. (1998).
New epidemiological features on Animal Trypanosomosis by molecular analysis in the pastoral zone of
Sideradougou, Burkina Faso. 
Molecular Ecology, 7, 897-904.
10. de La Rocque S, Lefrançois T, Reifenberg J-M, Solano P, Bengaly Z, Kabore I, Cuisance D. (1998).
PCR analysis and spatial repartition of trypanosomoses infecting tsetse flies in Sidéradougou area of
Burkina Faso. 
Annals of the New York Academy of Sciences, 849, 32-38.
1997
11. Lefrançois T, Fages C, Peschanski M, Tardy M (1997). Neuritic outgrowth associated with
astroglial phenotypic changes induced by antisense GFAP mRNA in injured neuron-astrocyte cocul-
tures. 
The Journal of Neuroscience, 17, 4121-4128.
1995
12. Mouchel Y, Lefrançois T, Fages C, Tardy M (1995). Apo E gene expression in astrocytes.
Developmental pattern and regulation. 
Neuroreport, 7, 205-208.
13. Le Prince G, Delaere P, Fages C, Lefrançois T, Touret M, Salanon M, Tardy M (1995). Glutamine
synthetase (GS) expression is reduced in senile dementia of Alzheimer type. 
Neurochemical Research, 20, 859-862.
1994
14. Lefrançois T, Fages C, Brugère-Picoux J, Tardy M (1994). Astroglial reactivity in natural scrapie
of the sheep. 
Microbial Pathogenesis, 17, 283-289.
II .  revues d idact iques ou profess ionnel les
15. Moissonnier P, Bordeau W, Devauchelle P, Delisle F, Blot S, Lefrançois T (1999). La biopsie des
tumeurs de l’encéphale par stéréotaxie assistée par densitométrie : mise au point d’un nouveau cadre et
premières applications cliniques chez le chien. 
Bulletin de l’académie vétérinaire de France, 72, 107-112.
16. Moissonnier P, Duchossoy Y, Lefrançois T (1996). Problèmes immunitaires soulevés par les greffes
dans le SNC. 
Recueil de Médecine Vétérinaire, 172, 181-191.
17. Lefrançois T, Tardy M (1995). L’astrocyte, une cellule clé dans la pathogénie des encéphalopathies
spongiformes. 
Recueil de Médecine Vétérinaire, 1, 29-32.
18. Lefrançois T, Le Prince G, et Tardy M (1994). Démences de type Alzheimer et encéphalopathies
spongiformes, analogies et théories nouvelles. 
Médecine Sciences, 10, 1141-1143.
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III .  résumés publ iés  dans des revues internat ionales
Guillamo J-S, Lisovoski F, Lefrancois T, Tardy M, Peschanski M. GL15 human glioblastoma cells
implanted into the rat brain: a model to study tumor cell migration. 
Journal of Neuro-Oncology, 1998, Vol. 39, No 2, pp 115
Mouchel Y, Lefrancois T, Fages C, Tardy M. Neuritic outgrowth associated with astroglial phenotyp-
ic changes induced by antisense GFAP-mRNA in injured neuron-astrocyte coculture. 
J. Neurochem, 1997, 69 (Suppl.), S243.
Tardy M, Fages C, Lefrançois T. Inhibition of GFAP expression supports the requirement of GFAP in
some aspects of phenotypic and metabolic differentiation of astroglial cells in vitro. 
J. Neurochem, 1995, 65 (Suppl.), S119A.
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J’ai choisi de travailler en recherche dans ledomaine des Neurosciences pendant mes
études vétérinaires. J’ai donc préparé en 3ème
année de l’école ma thèse sur les
encéphalopathies spongiformes. Désirant
apporter un volet expérimental à ma thèse, j’ai
réalisé un stage de fin d’étude (7 mois) à
l’INSERM U282 (Créteil) sur la réactivité astro-
cytaire dans la tremblante du mouton. J’ai pour-
suivi sur le même sujet et dans la même unité
sous la direction de Marcienne Tardy par un DEA
de biologie du vieillissement. Ma thèse d’univer-
sité dans l’U421 de l’INSERM dirigée par Marc
Peschanski a représenté la suite de ces travaux en
élargissant la thématique à la réactivité astrocy-
taire associée aux lésions traumatiques du sys-
tème nerveux central (SNC). Ces travaux ont
notamment abouti à un article paru dans The
Journal of Neuroscience. De septembre 1996 à
décembre 1997, j’ai tiré profit du service nation-
al pour réaliser un post doctorat en tant que
coopérant du CIRAD-EMVT (en collaboration
avec l’ORSTOM) au CIRDES (centre interna-
tional de recherche-développement en zone sub-
humide, Bobo Dioulasso, Burkina Faso). Ce
poste s’il ne correspondait pas d’un point de vue
thématique à mes travaux en Neurosciences,
avait l’avantage d’utiliser mes compétences en
biologie moléculaire, et de développer un travail
original d’un point de vue technique et scien-
tifique. Il m’a aussi permis d’apprendre à encadr-
er des techniciens, des chercheurs et des étudiants
(thèses vétérinaires et de pharmacie). De retour
en France, j’ai pris la responsabilité du labora-
toire de Neurobiologie d’Alfort de l’ENVA, et
j’ai choisi de développer un travail commun avec
l’U421 de l’INSERM. J’ai ainsi été chargé début
1998 de monter un groupe dans cette unité pour
développer des recherches thérapeutiques sur les
glioblastomes. J’ai obtenu sur mon projet scien-
tifique un financement de la Ligue contre le can-
cer et de l’ARC. D’abord seul sur ce projet (pen-
dant 9 mois), j’ai ensuite encadré une étudiante
dans le DEA Cellule normale et pathologique qui
a continué par une thèse, puis j’ai pu recruter une
technicienne grâce au financement de l’ARC. Le
groupe a été étoffé en 1999 par l’arrivée d’un
praticien hospitalier, d’un poste vert INSERM,
d’un interne en médecine qui poursuit par une
thèse d’Université et d’une étudiante titulaire
d’une maîtrise. En 1999, un nouveau finance-
ment de l’ARC nous a permis d’investir dans du
gros matériel (analyse d’image sur microscope à
fluorescence). Ce travail constitue une véritable
collaboration que j’orchestre avec l’ENVA. Les
travaux plus fondamentaux de recherche des
voies de migration sur modèles in vitro et in vivo
de glioblastome se déroulent à l’INSERM en util-
isant des lignées tumorales mais aussi des
tumeurs issues de biopsies de glioblastome
humain (CHU Henri Mondor) et canin (ENVA).
L’application clinique prévue sur le chien présen-
tant un gliome spontané prendra place à l’école
vétérinaire avec les membres du laboratoire de
Neurobiologie.
TRavaux de RecHeRcHe
Histor ique des travaux de recherche
I.  Réact iv i té  astrocyta ire  dans les  lés ions dégénérat ives
Cette partie correspondant à mon travail de thèse,
seul le résumé sera présenté dans ce rapport :
Parmi les nombreuses fonctions attribuées à l’as-
trocyte, le maintien de l’homéostasie cérébrale
nécessite des interactions complexes avec les
neurones. Dans le SNC lésé, la réactivité astrocy-
taire consécutive, peut certeconstituer un obsta-
cle à la régénération neuronale, mais aussi une
source de facteurs favorisant la récupération neu-
ronale. Nous avons exploré le rôle de l’astrocyte
comme cellule immunocompétente et son impli-
cation dans le transport lipidique nécessaire à la
régénération membranaire. Nous avons carac-
térisé la réactivité astrocytaire dans deux mal-
adies neurodégénératives, et élaboré un modèle
in vitro de lésion traumatique afin d’analyser le
rôle de la réactivité astrocytaire dans la régénéra-
tion axonale.
Nous avons montré que l’astrocyte, in vitro, est
une cible pour le TNFa, et possède les deux types
de récepteurs pour cette cytokine. Le TNFa
induit une chute du taux de GFAP associée à une
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disparition des prolongements astrocytaires.
L’astrocyte exprime de façon constitutive les
transcripts du TGFß, une cytokine anti-inflam-
matoire ; sa régulation développementale est sim-
ilaire à celle de la GFAP. L’expression par l’as-
trocyte du gène de l’apolipoprotéine E montre
que cette cellule peut participer à l’apport de
cholestérol aux membranes, et aux cônes de
croissance. Ces trois molécules, le TNFa, le
TGFß et l’apoE, sont surexprimées lors de lésion
du SNC, et pourraient participer aux processus
inflammatoires et à la réparation neuronale.
Nous avons observé dans la tremblante naturelle
du mouton une réactivité astrocytaire précoce
avant toute lésion neuronale, présente unique-
ment dans certaines zones cérébrales. Cette réac-
tivité se traduit par une surexpression génique de
la GFAP - protéine de structure -, et de la glu-
tamine synthétase - enzyme de détoxification-.
Dans la démence de type Alzheimer, nous avons
détecté une chute du taux de glutamine synthé-
tase reflétant une atteinte cellulaire probablement
oxydative, qui pourrait concourir à une aggrava-
tion des lésions neuronales par excitotoxicité.
Enfin, des cocultures neurones-astrocytes lésées
physiquement reproduisent un traumatisme
cérébral avec l’apparition d’astrocytes réactifs
sur les bords de la lésion qui empêchent la crois-
sance neuritique. La GFAP, protéine majoritaire
des gliofilaments, est surexprimée parallèlement
à l’hypertrophie astrocytaire, En diminuant par
transfection d’ARN antisens la synthèse de
GFAP, nous avons fait régresser les prolonge-
ments astrocytaires et nous avons permis la crois-
sance neuritique, et la migration neuronale dans
les lésions, ainsi qu’une régénération axonale
illustrée par l’augmentation du taux de protéine
GAP-43. Des changements dans la réactivité
astrocytaire, induits par une inhibition de la syn-
thèse de GFAP, ont conduit à des modifications
d’environnement favorables à la régénération
axonale.
II.  caractérisation infraspécif ique par les méthodes de bio-
Cette partie correspond à mon post-doctorat au
CIRDES (Burkina-Faso). Le sujet ne correspon-
dant pas aux Neurosciences sur lesquels se
fondent mes travaux actuels, je présenterai sim-
plement les principaux résultats obtenus. Une
idée plus précise du travail effectué pourra être
obtenue par la lecture des articles correspondant.
Les trypanosomoses africaines sont des maladies
parasitaires dues à des protozoaires flagellés du
genre Trypanosoma, dont la transmission par
injection à l’hôte définitif (homme et bétail en par-
ticulier) est réalisée par un insecte hématophage
généralement vecteur biologique tel que les
glossines ou mouche tsé-tsé. En santé humaine, les
trypanosomoses demeurent une maladie d’actual-
ité puisque 300 à 500000 cas sont estimés par
l’OMS avec une résurgence ces dernières années
en Afrique centrale. La trypanosomose animale
représente une contrainte majeure de l’élevage en
Afrique sub-saharienne et est considérée comme la
pathologie à vecteur la plus importante chez les
bovins. Cette pathologie conduirait selon la FAO à
des pertes économiques de 1 milliard de Dollars
par an et à une réduction de l’élevage de 7 millions
de km2. Le marché des trypanocides représente
44% des ventes de médicaments vétérinaires. Des
méthodes de contrôle non polluantes peuvent mon-
trer leur efficacité, pourtant elles nécessitent une
parfaite connaissance de la situation épidémi-
ologique (Bauer et al, 1995). De plus il existe un
manque flagrant de connaissances sur le diagnostic
de la maladie, la caractérisation des agents
pathogènes et la relation complexe entre les para-
sites, les vecteurs et les hôtes. Les techniques par-
asitologiques classiques présentent des limites de
sensibilité chez le vecteur et l’hôte, et de spéci-
ficité du fait du diagnostic basé uniquement sur la
localisation des trypanosomes dans les organes des
glossines. La technique de la PCR (Polymerase
Chain Reaction) est reconnue actuellement comme
la technique la plus sensible et spécifique pour l’i-
dentification des trypanosomes (Masiga et al,
1992). Nous avons donc utilisé cette technique
principalement dans le cadre de deux études au
Burkina Faso. La première est une étude multidis-
ciplinaire dans la zone agro-pastorale de
Sidéradougou, visant à déterminer les facteurs
influençant la présence de glossines transmettant
les trypanosomes au bétail et à utiliser cette tech-
nique pour évaluer le risque trypanosomien. La
seconde concerne le rôle potentiel de la faune
sauvage en tant que réservoir de la trypanosomose
du bétail.
A. Facteurs influençant la présence de
glossines transmettant les trypanosomes au bétail
Cette étude s’intégrait dans un travail multidisci-
plinaire visant à identifier les facteurs
prépondérants déterminant la présence de
glossines transmettant les trypanosomes au bétail
(De la Rocque et Cuisance, 1997). Des données
aussi diverses que les résultats entomologiques et
parasitologiques, la description du réseau hydro-
graphique, de la pression humaine, de l’élevage,
du climat ou de la végétation ont été récoltées, et
référencées géographiquement. Notre travail a
consisté en la caractérisation par PCR des try-
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panosomes infectant le bétail et transmis par les
glossines (Glossina tachinoides et G. palpalis
gambiensis). Les échantillons analysés provien-
nent des captures réalisées en 1996-97. 1026
pièges ont été posés et 3604 glossines capturées
dont 1802 ont pu être analysées. 298 glossines
infectées et 107 bovins ont été analysés par PCR.
Une analyse de l’origine des repas de sang des
glossines a été conduite parallèlement. 
La comparaison parasitologie-PCR a montré que
45.5% des infections présumées être des infections
à Nannomonas par la localisation des parasites,
n’en étaient pas en PCR. Ces infections étaient en
fait des infections à T. vivax dans le proboscis asso-
ciées à une autre infection dans l’intestin, ou des
infections à T. brucei, ou enfin des infections non
identifiées. 
L’utilisation en PCR d’amorces distinctes pour T.
congolense et T. simiae a permis de distinguer ces
deux espèces de Nannomonas. Nous avons ainsi
montré que T. simiae était absent de la zone. Nous
avons pu aussi distinguer les formes savane et forêt
de T. congolense qui peuvent avoir des pathogénic-
ités différentes et des spécificité d’hôtes, et diag-
nostiquer des infections mixtes (Reifenberg et al,
1997) (Table 2). 
Pour la première fois, T. congolense de type forêt a
été identifié par PCR sur des bovins lors d’une
enquête. Cependant sa proportion est restée très
inférieure chez les bovins par rapport aux glossines
suggérant un différence dans les capacités de trans-
mission.
Des différences significatives ont été observées
entre la partie Est et Ouest de la zone pourtant
séparées que de quelques km (Table 4). La partie
Ouest a présenté un fort taux d’infection des
glossines, des repas de sang pris préférentiellement
sur reptiles et de nombreuses infections immatures
non identifiées en PCR donc attribuées à T grayi.
Dans cette zone, la densité de glossines porteuses
de trypanosomes reconnus pathogènes était de
2,58 individu par km de réseau hydrographique.
Dans la partie Est, si les glossines étaient moins
nombreuses, les repas de sang étaient pris majori-
tairement sur bovins et les infections identifiés
comme étant dues à des trypanosomes pathogènes.
Dans cette zone, la densité de glossines porteuses
de trypanosomes pathogènes était de 6,91 individu
par km. 
Chez les bovins, la PCR sur le buffy-coat a permis
d’identifier 90% des infections observées au
microscope et elle a détecté une infection chez
50% des animaux non infectés à l’analyse para-
sitologique, mais présentant un hématocrite
inférieur à 25. Ces résultats démontre la puissance
de l’utilisation de cette technique par rapport à la
technique parasitologique.
Alors que chez les glossines T. vivax était présent
en majorité, les bovins étaient principalement
infectés par T. congolense (Table 3). Ces résultats
suggèrent soit une possible sélection des glossines
lors de la capture, soit un contrôle par les bovins de
la région de l’infection à T. vivax. Alternativement
on peut imputer cette différence à un défaut de
détection de T. vivax chez les bovins (primers util-
isés, extraction d’ADN)
Table 2. Résultats de la PCR sur les glossines infectées.
Les * indiquent des différences significatives
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. La somme des
pourcentages indiqués entre parenthèses est
supérieure au pourcentage d’identifiées en raison
des infections mixtes.
Table 3. Analyse PCR des infections des glossines et
des bovins.
Les * indiquent des différences significatives
*p<0.05, ***p<0.001. Les deux espèces de
glossines sont cumulées. La somme des pourcent-
ages indiqués entre parenthèses est supérieure à
100 en raison des infections mixtes.
Table 4. Différences d’infection et de repas de sang
entre les zones Ouest et Est.
Les * indiquent des différences significatives
**p<0.01, ***p<0.001
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Parallèlement des études de génétique des popula-
tions de glossines à l’aide de marqueurs
microsatellites ont démontré une structuration
génétique de l’espèce Palpalis gambiensis. Entre
les deux zones, les échanges entre individus étaient
très limités. Cette analyse met en évidence à la fois
l’utilité de la PCR pour le diagnostic et la néces-
siter d’aborder l’analyse du risque trypanosomien
de façon coordonnée et spatiale. La superposition
de toutes les données (cours d’eau, végétation,
bétail, présence humaine) a permis d’établir des
zones de risque. De manière très intéressante, ces
différentes zones ont pu être parfaitement corrélées
à la densité de glossines porteuses de try-
panosomes pathogènes identifiés par PCR alors
qu’aucune corrélation n’avait pu être démontrée
avec l’analyse parasitologique.
B. Utilisation de la PCR pour le diagnos-
tic de trypanosomose chez les bovins
Pour les études épidémiologiques et pour
entreprendre la lutte anti-vectorielle de la try-
panosomose, une évaluation rapide peu coûteuse et
fiable de la prévalence est nécessaire. Dans la
même zone de Sidéradougou, nous avons appliqué
la technique PCR et comparé les résultats à ceux
obtenus par l’étude parasitologique. Un échantil-
lon représentatif de1036 bovins a été prélevé
assurant un calcul de prévalence avec une erreur de
6 %. Sur cet échantillon, 260 prélèvements ont
aussi été analysés en PCR.
La prévalence calculée après analyse PCR (11,5%)
s’est révélée statistiquement supérieure à celle
obtenue par l’analyse parasitologique (4,2%). Seul
un cas détecté en parasitologie n’a pas pu être
identifié par PCR. La PCR constitue donc un test
plus sensible pour évaluer la prévalence chez les
bovins, alors que jusqu’à présent elle avait été util-
isée essentiellement pour la détection chez les
glossines. Une telle différence de prévalence peut
avoir des conséquences non négligeable sur le
choix de la stratégie de lutte. Cette technique nous
a de plus permis d’identifier une plus forte propor-
tion de T. congolense et T. brucei, trypanosomes
fortement pathogènes pour les bovins, les derniers
pouvant présenter un risque pour l’homme. 
Le protocole utilisé lors de cette enquête a été sim-
plifié au maximum pour réduire la technicité, le
temps de manipulation (3 semaines d’analyse pour
1 personne), et le coût (0,5 Dollar par animal) ren-
dant la technique réalisable en routine dans un lab-
oratoire équipé.
C. Rôle de la faune sauvage dans
l’épidémiologie des trypanosomoses
Cette étude a eu pour but de rechercher le rôle
potentiel de la faune sauvage comme réservoir
pour la trypanosomose du bétail. Le ranch de
Nazinga se situe à proximité de la zone agro-pas-
torale de Yalé où une lutte contre les glossines a été
entreprise depuis 1994. Lors des missions en 1996-
97, 4631 G. morsitans submorsitans ou G. tachi-
noides ont été capturées le long de la Sissili et de
la route principale du ranch. Parmi les 435
glossines disséquées, 166 étaient infectées.
L’ensemble des organes des glossines infectées, a
été analysé par PCR.
Une densité apparente de glossine très élevée, un
taux d’infection très élevé dans les deux espèces,
une identification de nombreux repas de sang sur
faune sauvage et une caractérisation de try-
panosomes pathogènes pour les bovins ont mis en
évidence un risque trypanosomien très élevé dans
cette zone.
La PCR a permis d’identifier les espèces T. con-
golense et T. simiae aux sein des Nannomonas, de
différencier les formes savane et forêt de T. con-
golense qui peuvent avoir des différences d’hôte
définitif (Reifenberg et al, 1997), et d’identifier
des infections mixtes (Table 5). De plus 13% des
organes considérés comme négatifs en parasitolo-
gie, se sont révélés être infectés à l’analyse PCR.
Cette analyse précise donc le risque pathogène
pour les bovins présents dans la zone.
Les infections par les trypanosomes du sous-genre
Nannomonas ont représenté 80% des infections
identifiées dans les deux espèces de glossines. Les
infections identifiées comme matures par la PCR
ont montré une répartition très différente, puisque
T. vivax devenait le taxon majoritaire alors que les
infections matures à T. simiae étaient presque inex-
istantes. La compétence vectorielle de G.m. sub-
morsitans semble supérieure à celle de G. tachi-
noides ce qui confirme les données expérimentales
(Harley et Wilson, 1968). Ces données permettent
d’orienter la lutte antivectorielle.
Les taux d’identification des infections du pro-
boscis seul étaient extrêmement faibles (39% chez
G.m. submorsitans et 11% chez G. tachinoides)
suggérant l’existence d’un variant génétique de T.
vivax dans la zone, non identifié par les amorces
utilisées (Masake et al, 1997).
Globalement ces résultats impliquent largement la
faune sauvage du ranch comme réservoir non nég-
ligeable de trypanosomes pathogènes pour le bétail
de la zone adjacente de Yalé.
Table 5. Résultats PCR sur glossines infectées
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Développement de la thématique
Les modèles de glioblastomes, par injection
intracérébrale à des rats ou des souris d’une
lignée tumorale, ne reproduisent pas le caractère
infiltrant et invasif des glioblastomes sauvages.
Les traitements utilisés sur ces modèles se sont
ainsi révélés inefficaces en thérapeutique du fait
de la présence de cellules qui ont infiltré le tissu
cérébral et migré à distance du foyer initial, et qui
ne sont pas atteintes par la thérapeutique (Burger
et al, 1989 ; Devaux et al, 1993). Notre objectif
était d’établir, dans un modèle invasif de
glioblastome, un système de distribution locale
de l’agent thérapeutique à l’ensemble des cel-
lules tumorales et en particulier aux cellules
migratoires. Nous souhaitions réaliser une cor-
rection fonctionnelle chez le chien atteint de
gliome spontané en utilisant les cellules
tumorales elles mêmes, comme vecteur pour
atteindre les cellules à distance du foyer tumoral.
La vectorisation de cytokines nous permettrait
d’induire une immunothérapie locale des
glioblastomes.
Cette idée, fondée sur les données bibli-
ographiques, nécessitait plusieurs étapes avant le
protocole clinique. Nous avons d’abord dévelop-
pé des modèles in vitro et in vivo de glioblas-
tomes invasifs. Dans ces modèles de tranches
cérébrales ou de rats immunodéprimés greffés
avec des cellules d’une lignée tumorale, nous
avons caractérisé les voies de migration préféren-
tielles. Nous avons pu montrer que ces voies de
migration étaient définies de façon stéréotypée et
nous avons donc établi un protocole de double
injection pour démontrer un éventuel suivi des
mêmes voies de migration après injection des
mêmes cellules tumorales irradiées dans la pre-
mière tumeur déjà constituée. L’objectif de ces
travaux étant d’utiliser des cellules autologues,
nous avons développé la culture de glioblastome
à partir de fragments biopsiques prélevés chez
des patients ou chez des chiens. Parallèlement à
ces travaux sur modèles expérimentaux nous
avons développé à l’école vétérinaire les moyens
pour réaliser un protocole clinique sur le Chien
atteint de glioblastome spontané. Nous avons
établi une collaboration avec le service de
chirurgie et le centre de scanner afin de dévelop-
per le recrutement de chiens atteints de tumeurs
cérébrales. Les biopsies stéréotaxiques n’étant
pas appliquées chez le Chien en raison notam-
ment de la forte variation de format du crâne de
l’animal, nous avons mis au point un cadre
stéréotaxique adapté au chien et utilisable sous
scanner, permettant de réaliser une biopsie avec
une précision de 0,3mm. 
Les travaux expérimentaux développés à partir
de nos deux modèles de glioblastome invasif ont
été à l’origine d’études plus larges sur ces
glioblastomes en explorant notamment les inter-
actions entre cellule tumorale et cellule hôte.
Enfin ce modèle ouvre de nombreuses perspec-
tives d’études thérapeutiques. 
III .  Thérapeut ique expér imentale  des  g l ioblastomes 
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Introduction générale
Les tumeurs gliales, gliomes au sens large,
représentent 64 à 90% des tumeurs cérébrales
primitives et sont responsables de 2,5% des décès
imputables à un cancer (Black, 1991a). Les
tumeurs gliales regroupent les astrocytomes, les
oligodendrogliomes, les oligo-astrocytomes
mixtes et les épendymomes. Les gliomes au sens
stricte (tumeurs astrocytaires ou oligoastrocy-
taires) ont une incidence de 5 cas pour 100 000
personnes par an. Parmi les astrocytomes, les
glioblastomes font partie des tumeurs primaires
solides les plus agressives. Après diagnostic, la
médiane de survie est de 6 à 12 mois (Black,
1991b). Le diagnostic histopathologique de
glioblastome est fondé sur la présence de trois ou
quatre des critères suivants : atypie nucléaire,
mitose, prolifération endothéliale, nécrose. Ces
données histologiques ont abouti plus générale-
ment à des classifications par grade de malignité
(classification de St Anne/Mayo, Daumas-Duport
et al, 1988, et classification WHO, Kleihues et al,
1993). Bien que ces classifications restent le stan-
dard de la caractérisation des gliomes, elles appa-
raissent insuffisantes pour expliquer les varia-
tions dans chaque grade, pour poser un diagnos-
tic et surtout un pronostic. Les altérations
géniques pourraient dans l’avenir permettre une
classification plus fonctionnelle.
Les altérations génétiques des gliomes (pour
revue voir Bigner et al, 1998) incluent notam-
ment des mutations du gène suppresseur de
tumeur p53 (30% à 50% des cas) (Watanabe et al,
1997), une surexpression du PDGF (platelet-
derived growth factor) et de son récepteur (Louis
1997), une altération de la voie du gène sup-
presseur de tumeur rétinoblastome (50% des
astrocytomes anaplasiques) (Ueki et al, 1996).
Des pertes d’hétérozygotie sur 19q (Smith et al,
1999), 11p et 10 (Weber et al, 1996) ont aussi été
détectées. Les glioblastomes pourraient provenir
d’une voie génétique différente (Kleihues et
Oghaki 1999). 
La plupart des glioblastomes (80%) apparaissent
sans lésion préalable de plus bas grade et sont
désignés comme glioblastomes primaires. Les
autres glioblastomes se développent chez des
patients plus jeunes en phase finale d’une évolu-
tion maligne d’un astrocytome, et sont dénom-
més glioblastomes secondaires. En comparaison
aux glioblastomes primaires, ces glioblastomes
secondaires sont caractérisés par une fréquence
plus élevée des mutations sur p53 (Watanabe et
al, 1997), une perte d’hétérozygotie sur 19q
(Ohgaki et al, 2000), et une fréquence plus faible
d’amplification d’EGFR (epidermal growth fac-
tor receptor) (Galanis et al, 1998), de mutation de
PTEN (phosphatase and tensin homologue)
(Tohma et al, 1998), de délétion sur CDKN2/p16
(Biernat et al, 1997), et de perte d’hétérozygotie
sur le chromosome 10p (Fujisawa et al, 2000).
Les pertes d’hétérozygotie sur le chromosome
19q (50-90% des cas), et/ou 1p (80% des cas)
sont les altérations les plus fréquentes observées
dans les oligodendrogliomes (Bigner et al, 1999).
Jusqu’à présent aucune corrélation clinique n’a
pu être fermement établie avec une altération
génétique unique, en revanche la perte du chro-
mosome 19q et/ou du 1p dans les oligoden-
drogliomes a pu être démontrée comme un fac-
teur prédictif d’une chimiosensibilité de ces
tumeurs (Cairncross et al, 1998). Si une classifi-
cation génétique des gliomes n’est pas prête de
remplacer la classification histologique, les
études génétiques permettraient de répondre à
certains problèmes de diagnostic et de pronostic.
La variabilité intratumorale pourrait aussi donner
des indications sur le processus pathologique.
En dehors des épendymomes et de quelques
astrocytomes, tous les autres gliomes envahissent
de façon diffuse le parenchyme cérébral. Les
gliomes, à l’inverse des cancers qui métastasent
dans le cerveau, sont capables d’envahir le
parenchyme cérébral sous forme de cellules indi-
viduelles ou par amas sans généralement le détru-
ire (Bernstein 1996). En particulier, les glioblas-
tomes peuvent infiltrer le parenchyme sans lésion
visible à l’imagerie rendant impossible toute
résection complète. Des cellules quittent le foyer
tumoral, s’infiltrent et migrent dans le
parenchyme cérébral sain alentour (Scherer,
1940, Bernard et al, 1987. Kleihues et al, 1995).
L’infiltration est massive sur la totalité de la
périphérie tumorale, les cellules restent en con-
tact avec la masse tumorale par une extrémité. La
migration est plus rare, les cellules se détachent
de la tumeur et s’éloignent parfois de plusieurs
centimètres. Elle s’effectue rapidement le long
des faisceaux de fibres myélinisées, par exemple
dans le corps calleux. Les gliomes n’envahissent
que rarement le liquide céphalo-rachidien et ne
provoquent qu’exceptionnellement des métas-
tases. Les cellules infiltrées ou celles qui ont
migré à distance de la tumeur sont responsables
de la récidive tumorale qui survient dans 100%
des cas après retrait chirurgical de la tumeur pri-
maire (Burger et al, 1989 ; Devaux et al, 1993).
Il y a 60 ans, Scherer décrivait déjà, grâce à
l’analyse post mortem de 120 glioblastomes non
traités, des profils communs de migration des cel-
lules tumorales. Les cellules de glioblastome
migrent notamment le long des vaisseaux et des
fibres myélinisées (Scherer, 1940 ; Burger et al,
1983). Une migration de cellules individuelles
précède une invasion massive des tissus adja-
cents. Les cellules se détachent de la masse can-
céreuse et adhèrent à différentes structures cellu-
laires ou à la matrice extracellulaire (MEC) via
des molécules d’adhésion cellulaire, ce qui
génère des mécanismes de motilité. Certains
composants de la MEC comme la ténascine, la
fibronectine et la laminine de la lame basale,
jouent un rôle majeur dans la migration des cel-
lules au cours du développement (Pedersen et al,
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1993), ainsi que dans l’invasion tumorale en
interagissant avec différentes intégrines surex-
primées par les cellules de glioblastome (Paulus
et Tonn, 1994 ; Tonn et al, 1998). Les cellules de
glioblastome ont également la capacité de syn-
thétiser des protéases ou des composants de la
MEC qui entraînent un remodelage de la MEC
alors plus permissive au déplacement des cellules
tumorales (Apodaca et al, 1990 ; Knott et al,
1998).
Ce caractère invasif des glioblastomes compro-
met le traitement par chirurgie. De même, la
radiothérapie et la chimiothérapie restent des
mesures palliatives, et l’issue des glioblastomes
reste uniformément fatale (Fine, 1994). Si la
combinaison d’agents chimiothérapeutiques pro-
carbazine-lomustine (CCNU) et vincristine
(PVC) est efficace in vitro, l’existence de la bar-
rière hémato-encéphalique et la synthèse de la
glycoprotéine P (produit du gène MDR-1) qui
expulse les agents chimiothérapeutiques confère
une résistance aux cellules tumorales (Kornblith
et al, 1988 ; Andrews et al, 1997). De plus la
radiothérapie est toxique pour le système nerveux
central, ce qui ne permet pas son utilisation opti-
male (Walker et al, 1978 ; Brüstle et al, 1992).
La thérapie génique offre des perspectives
encourageantes pour le traitement des glioblas-
tomes. L’implantation chez l’animal de cellules
productrices de vecteurs rétroviraux, ou directe-
ment de vecteurs rétro ou adénoviraux contenant
le gène de la thymidine kinase (TK), permet le
transfert de ce gène suicide aux cellules
tumorales. Les cellules seront détruites après
administration du ganciclovir, qui une fois phos-
phorylé par la TK empêche la synthèse de l’ADN
et conduit à la mort cellulaire. Un effet de voisi-
nage (“bystander”) transmet le signal de mort
cellulaire aux cellules alentour (Mesnil et al,
1996. Tamura et al, 1998). Il a également été
démontré que l’immunostimulation déclenchée
après injection de cellules modifiées pour synthé-
tiser l’interleukine 2 ou l’interféron gamma aug-
mente la survie d’animaux porteurs de glioblas-
tome implantés (Lichtor et al, 1995). Toutefois
les cellules productrices sont en général des
fibroblastes qui possèdent peu de capacité de
migration. Même s’il y a bien destruction du
foyer tumoral, les cellules tumorales infiltrées ne
sont pas accessibles aux vecteurs viraux et provo-
quent la récidive tumorale (Giese et Wesphal,,
1996).
A. Greffe intracérébrale chez le rat
immunodéprimé
1- Introduction
Les modèles in vivo qui utilisent des rongeurs
greffés intracérébralement avec des cellules
tumorales d’une lignée cellulaire chimiquement
induite, ne reproduisent que partiellement l’inva-
sion du parenchyme cérébral et présentent
généralement un haut pouvoir prolifératif qui
induit la mort rapide de l’animal. Le système
nerveux central offre des conditions privilégiées
vis-à-vis des réactions immunitaires, qui rendent
possible l’utilisation de xénogreffes de cellules
issues de gliomes humains dans le cerveau de
rongeurs immunodéprimés, et assurent ainsi des
conditions proches de la situation clinique. Dans
ces conditions expérimentales, les cellules de
gliomes sont capables de survivre (Bernstein et
al, 1989a). Nous avons utilisé des cellules de
glioblastome d’origine clonale, les GL15. Nous
avons tiré parti de l’expression spontanée par ces
cellules des antigènes HLA ABC (antigènes du
complexe majeur d’histocompatibilité) pour
identifier ces cellules in vivo et in vitro
2- Matériels et méthodes
Les GL15 ont été maintenues en culture dans le
milieu suivant : 50% MEM, 50% Dubelco
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco), 10%
SVF, 1mM pyruvate, 33mM glucose, 2mM glu-
tamine, 100µg mL-1 streptomycine, 100U mL-1
pénicilline ; à 37°C dans une atmosphère humide
contenant 5% de CO2. Les cellules à confluence
ont été repiquées deux fois par semaine pour
l’entretien des lignées. Après deux rinçages avec
la solution saline de Hanks, les cellules ont été
décollées par la trypsine EDTA 0,05% à 37°C
pendant 2 mn, l’action de la trypsine a été stop-
pée par l’addition de milieu contenant du SVF,
puis la solution a été centrifugées 10 mn à 300g.
Le culot obtenu a été repris dans du milieu et
remis en culture.
Pour la greffe, le culot a été repris dans 20 µL.
Les cellules ont été comptées à l’aide d’une cel-
lule de Malassey sous microscope. La concentra-
tion des GL15 a ensuite été ajustée à 105 cellules
µL-1.
Des rats mâles Sprague Dawley (Janvier), pesant
280 to 300g ont été utilisés pour les greffes. Les
rats ont été anesthésiés, placés dans un cadre
stéréotaxique. Après incision de la peau, un trou
de 1 mm de diamètre a été réalisé aux coordon-
nées stéréotaxiques déterminées par l’expérience
(injection dans le cortex ou dans le striatum). Les
cellules ont été injectées lentement (10 minutes y
compris la remontée) à l’aide d’une aiguille
Hamilton, à raison de 105 cellules par µl (1 à 3 µl
par injection). 
Dans les expériences de double injection, la sec-
onde a été réalisée aux mêmes coordonnées
stéréotaxiques à l’exception d’un décalage latéral
de 300µM, et en profondeur de 2 mm, 3 semaines
après la première, en ayant repéré le site d’injec-
tion par un micropoint chirurgical.
La Cyclosporine A (Sandoz, IP, 15 mg/kg/j) a été
utilisée pour limiter un rejet de la xénogreffe.
Autour de la seconde injection (2 jours avant à 3
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jours après), nous avons complété l’immunosup-
pression et limité la réaction inflammatoire par
l’utilisation de dexaméthasone.
Les rats profondément anesthésiés au pentobarbi-
tal sodique ont été perfusés avec du PBS puis du
paraformaldéhyde 4%. Le cerveau a été enlevé,
post fixé 12h, cryoprotégé par immersion dans du
sucrose 30%, puis congelé. Des sections coro-
nales de 36 microns d’épaisseur ont été réalisées
au cryostat. Des coupes ont été colorées au cresyl
violet ou utilisées pour l’immunohistochimie.
Les anticorps dirigés contre les protéines suiv-
antes ont été utilisés : GFAP (1:400, Sigma) pour
les astrocytes, OX42 (1:1000, Serotec) pour la
microglie, OX19 (1:1000, Serotec) pour les lym-
phocytes, HLA ABC (1:200, Dako) pour les
GL15 et 8 MG-BA, et Laminine (1:500, Dako)
pour les vaisseaux. La détection immunohis-
tochimique a été complétée par un anticorps sec-
ondaire biotinylé et le complexe peroxydase avi-
dine-biotine ou par un anticorps secondaire fluo-
rescent
3- Résultats
Les GL15 greffées ont survécu et se sont
développées dans le cerveau de rat immun-
odéprimé dans plus de 90% des cas sans réponse
immunitaire apparente ni toxicité de l’immuno-
suppression.
Dix jours après la greffe, la masse tumorale
présentait une forme allongée dorso-ventrale-
ment selon le trajet de l’aiguille. Quelques cel-
lules se sont détachées de la masse tumorale, et
ont pénétré dans le striatum. A15 jours, la masse
tumorale était plus sphérique, le centre corre-
spondant à la trace de l’aiguille, était composé
exclusivement de cellules tumorales, tandis que
la périphérie correspondait à un mélange de
GL15, d’astrocytes et de microglie de l’hôte
(Figure 1). La tumeur et sa marge étaient forte-
ment néovascularisées (Figure 2). Avec le temps,
la tumeur s’est développée et a infiltré le tissu
hôte avec un patron différent selon la structure
concernée (Figure 3). Vingt-deux jours après la
greffe, des colonnes de cellules tumorales étaient
observées radialement à la tumeur. Ces cellules
étaient alignées le long des vaisseaux sanguins et
progressaient plus loin que les cellules en infil-
tration péritumorale (Table 6). 
Dans la substance blanche et plus particulière-
ment dans le corps calleux, les cellules tumorales
étaient toutes orientées parallèlement aux fibres
axonales. 
Un et deux mois après la greffe, la tumeur était
largement développée et présentait 3 différents
types d’invasion intraparenchymateuse (Figure
4). Premièrement, la zone d’infiltration dense
était agrandie, et présentait un gradient de densité
des cellules tumorales de l’intérieure vers l’ex-
térieure de la masse. Cette infiltration locale
regroupait la grande majorité des cellules
tumorales en infiltration. Deuxièmement, les cel-
lules tumorales pénètraient dans la substance
grise, le long des capillaires. Quelques cellules
avaient atteint le ventricule latéral et entraient
dans la paroi épendymaire. La distance maximale
de migration atteignait 700 microns à deux mois.
Troisièmement, les cellules s’étaient dispersées
dans les fibres de la substance blanche, plus pré-
cisément dans le corps calleux et la capsule
interne. Dans le premier, des cellules avaient
migré à plus de 5 millimètres à deux mois dans
l’hemisphère contra-latéral.
Les GL15 implantées présentaient des morpholo-
gies variées dépendantes de l’environnement
dans lequel elles migraient (Figure 5). Dans la
masse tumorale, la densité a empéché une anal-
yse de la taille et de la forme cellulaire, mais les
cellules apparaissaient arrondies avec peu de pro-
longements. Dans la zone d’infiltration de la sub-
stance grise, la plupart des cellules présentaient
une morphologie similaire, mais certaines
avaient un corps cellulaire oblonge, une forme
bipolaire avec deux longs prolongements. Dans
le corps calleux, les cellules orientées le long des
fibres présentaient une morphologie bipolaire
avec de longs prolongements et un petit corps
cellulaire, mais certaines cellules à 1 et 2 mois
étaient étoilées avec des prolongements ramifiés.
Les cellules tumorales observées le long des
capillaires montraient de longs corps cellulaires
allongés avec des prolongements fins en contact
les uns avec les autres ou avec la paroi capillaire.
Certains prolongements entouraient les capil-
laires.
La technique de réinjection de GL15 dans le site
de la première tumeur a été possible en réalisant
les injections aux mêmes coordonnées stéréotax-
iques que pour les simples injections. Nous avons
simplement modifier la profondeur afin d’im-
planter les cellules dans le cortex à la limite du
corps calleux. Le décalage latéral de la seconde
injection de 300µM a été réalisé afin d’éviter
d’injecter dans la masse tumorale qui, à 3
semaines, était fortement vascularisée. Trois
jours après la seconde injection, nous avons pu
obtenir la formation de tumeurs adjacentes dont
les cellules en invasion étaient mélangées (Figure
6). Quinze jours après la seconde injection, on
observait une disparition des cellules tumorales
provenant des deux injections. Les marquages
OX42 et OX19 ont mis en évidence une forte
infiltration microgliale et lymphocytaire dès 3
jours après la seconde injection dans la périphérie
de la seconde tumeur (Figure 7).
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Figure 1. Infiltration péritumorale à 15 jours post-implantation.
Trois sections adjacentes de la même zone tumorale. A: Immunomarquage HLA ABC (GL15). B:
Immunomarquage GFAP (astrocytes). C: Immunomarquage OX42 (microglie). Les GL15 ne sont pas
marquées par l’anticorps anti-GFAP. Le site d’injection ne comporte pas de cellules non tumorales.
Autour de ce site (trait discontinu), les cellules tumorales se sont dispersées et ont formé une zone dense
d’infiltration. La comparaison des trois figures montre que les cellules en infiltration se sont étroitement
mélangées avec la glie hôte. Barre = 150 µm.
Figure 3. Voies de migration des cellules tumorales
Immunomarquage HLA-ABC 20 jours après
implantation. A: dans la substance grise striatale,
des cellules alignées pénètrent le parenchyme le
long des vaisseaux (flèches). B: dans la substance
blanche (corp calleux-cc), les cellules tumorales
migrent le long des fibres. Barre = 100 µm.
Figure 2. Angiogenèse tumorale à 15 jours post-
implantation.
Immunomarquage laminine (FITC, vert) et HLA-
ABC (Cy3, rouge). Des vaisseaux sont visibles
en coupe au sein de la tumeur et dans la marge
tumorale. Barre = 300µm.
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Figure 4. Progression de la zone tumorale. 
Immunomarquage HLA-ABC. A: 20 jours après implantation. B: 60 après implantation. st: striatum; cc:
corp calleux; v: ventricules. Barre = 250 µm.
Table 6. Distance moyenne de migration des cellules tumorales. 
La distance (en millimètres ± déviation standart quand n=4) est mesurée du centre de la zone d’inocu-
lation aux cellules qui ont migré dans le striatum pour l’invasion péritumorale (cellules en contact avec
la masse tumorale), le long des vaisseaux sanguins pour la migration périvasculaire, et dans le corps
calleux pour la migration dans la substance blanche.
Sur un animal à J20 (*) la tumeur s’est développée en profondeur dans le striatum et aucune cellule n’a
été observée dans le corps calleux. Ce cas a été exclu des calculs de moyenne. J = jour du sacrifice
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Figure 5. Morphologie des cel-
lules tumorales en infiltration.
Immunomarquage HLA-
ABC. A: cellules tumorales
bipolaires allongées le long
d’une paroi capillaire 20
jours après implantation. B:
cellule tumorale (tête de
flèche) avec un grand corps
cellulaire et un prolonge-
ment court dans la paroi
épendymaire, 30 jours après
implantation. C: cellule
tumorale avec un grand
corps cellulaire et un pro-
longement court et épais
dans la zone d’infiltration.
D: Cellules tumorales avec
des petits corps cellulaires
et de longs prolongements
fins alignées le long des
fibres axonales du corps
calleux, et E: dans la cap-
sule interne. F: cellules
tumorales étoilées multipo-
laires à la limite de la zone
d’infiltration, 60 jours après
implantation. v: ventricule;
st: striatum; cc: corp calleux
; ic: capsule interne. Barre =
100 µm pour E, 50 µm pour
les autres figures.
Figure 6. Double injection de cellules tumorales.
Immunomarquage HLA-ABC et GL15-GFP à 3
jours après la seconde injection. On visualise
deux masses tumorales ainsi que des cellules en
infiltration mélangées. Des cellules tumorales au
centre de la seconde tumeur (GL15-GFP, vert)
présentent un aspect nécrotique. Barre = 150µm.
Figure 7. Réaction lymphocytaire dans la double
injection.
Immunomarquage OX19 et GL15-GFP à 3 jours
après la seconde injection. Barre = 150µm.
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4- Discussion
En utilisant une xénogreffe de cellules issues
d’une lignée de glioblastome humain implantées
dans le cerveau de rat immunodéprimé, nous
avons caractérisé le patron d’invasion des cel-
lules tumorales en relation avec les structures
parenchymateuses de l’hôte. Deux conclusions
majeures peuvent être données : 1- Le patron
d’invasion des cellules tumorales est relative-
ment stéréotypé, avec une grande majorité de cel-
lules infiltrant lentement le parenchyme autour
du site d’injection, et un petit nombre de cellules
migrant à distance le long des vaisseaux sanguins
ou dans les trajets de substance blanche. 2- Dans
ces trois voies majeures, la topographie des cel-
lules, la vitesse de déplacement, et la morpholo-
gie cellulaire apparaissent sensiblement dif-
férentes. Ceci suggère des mécanismes différents
fondées sur des interactions spécifiques cellules
tumorales-parenchyme.
Invasion stéréotypée des cellules tumorales
Trois voies majeures de déplacement des cellules
tumorales ont été observées, une infiltration
locale dans le parenchyme, un déplacement péri-
vasculaire de cellules alignées, et un déplacement
dispersé dans les fibres de la substance blanche.
Ces voies préférentielles sont similaires à celles
décrites pour les cellules de glioblastome dans
des séries nécropsiques de patients (Scherer et al,
1940) ou dans des biopsies (Daumas-Duport et
al, 1987). En particulier, la migration le long des
fibres myélinisées est responsable d’extensions
contralatérales des tumeurs à travers le corps
calleux. Nos résultats confirment et renforcent
ceux déjà obtenus avec la technique de xénogr-
effe utilisant des cellules issues d’échantillons
chirurgicaux (Bernstein et al, 1989a; Bernstein et
al, 1989b; Pedersen et al, 1993; et Finkelstein et
al, 1994). Le corps calleux et l’espace périvascu-
laire sont confirmés comme des voies majeures
de migration. Une distribution similaire de la
migration a été observée lors de greffe
intracérébrale d’astrocytes fœtaux (Emmet et al,
1991 ; Jacque et al, 1992 ; Pedersen et al, 1993 ;
Quinonero et al, 1993) et de cellules astrocytaires
immortalisées (Okoye et al, 1995), suggérant des
mécanismes communs de migration développe-
mentale et néoplasique.
Dans les études précédentes de xénogreffes de
cellules tumorales humaines, les cellules étaient
retrouvées à la surface du cerveau et dans les
espaces de Virchow-Robin. Cette dispersion était
interprétée comme une conséquence d’une
migration active des cellules ou d’un déplace-
ment dans le liquide céphalorachidien (Bernstein
et al, 1989b; Pedersen et al, 1995). Nous n’avons
pas observé ce cas de figure dans notre étude.
Cette différence peut être imputée à des capacités
variables des différents types cellulaires ou à la
procédure d’implantation des cellules conduisant
à la dispersion de cellules dans le liquide
céphalorachidien. Une vitesse élevée d’injection
ou un grand volume peuvent induire un passage
des cellules implantées dans les espaces de moin-
dre résistance, ou un reflux le long de l’aiguille
jusqu’à la surface cérébrale (Ram et al, 1997).
En dehors de ces deux voies préférentielles déjà
décrites, nous avons observé que les cellules
tumorales envahissaient massivement le
parenchyme cérébral dans la périphérie de la
masse tumorale en se mélangeant étroitement
avec les cellules normales. Cette invasion était
caractérisée par une faible distance de migration.
La progression dans l’espace de la tumeur ne
semblait pas guidée par les structures
anatomiques. Cette infiltration massive de cel-
lules peut avoir une signification clinique de pre-
mière importance. Il est en effet connu que la
récurrence des glioblastomes après résection de
la masse tumorale survient le plus souvent à
proximité immédiate (Albert et al, 1994). Cette
caractéristique a conduit au développement de
thérapeutiques expérimentales utilisant des
vecteurs viraux portant un gène suicide injecté
dans le pourtour de la masse tumorale résectée
(Ram et al, 1997; Klatzmann et al, 1998).
La plupart des modèles de glioblastomes fondés
sur l’implantation de cellules issues des lignées
C6 et 9L ne montre pas une telle invasion de
proximité. Ces gliomes apparaissent plutôt
comme une masse tumorale compacte avec un
fort taux de prolifération et sans migration cellu-
laire (San-Galli et al, 1989 ; Peterson et al, 1994).
Il est intéressant de noter, comme une possible
explication de ces différences, que les lignées de
gliome de rat ont été obtenues à partir de tumeurs
induites chimiquement et non de glioblastome
spontané. Quelle que soit l’origine des dif-
férences de migration, on peut considérer qu’il y
a peu à attendre de ces modèles quant à l’étude de
la migration cellulaire. De même, la récurrence
des glioblastomes étant associée à la prolifération
de cellules ayant migré, l’étude de molécules
thérapeutiques devra utiliser des modèles repro-
duisant cette migration.
Mécanismes potentiels de l’invasion intra-
parenchymateuse des GL15
Le support biologique de l’invasion des cellules
de gliome n’est pas parfaitement connu.
L’analyse de la migration des GL15 met en évi-
dence trois types de comportement cellulaire et il
est tentant, bien que spéculatif, de les relier à des
interactions avec des environnements différents.
Le parenchyme entourant le site d’injection sem-
ble permissif et peu spécifique puisqu’une grande
quantité de cellules se mélange aux cellules hôtes
dans cette zone. La morphologie cellulaire peu
différente de celle observée dans la masse
tumorale suggère aussi le peu d’effet des mécan-
ismes d’interaction sur la physiologie cellulaire.
A l’opposé, peu de cellules ont été observées en
migration le long des vaisseaux, mais elles sem-
blent trouver un substrat spécifique auquel elles
sont attachées le long des parois vasculaires, par
des prolongements particuliers. Dans le corps
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calleux, l’absence de masse tumorale, s’il peut
éventuellement être relié au protocole d’injec-
tion, peut aussi être imputé à une sortie rapide du
site d’injection quand les cellules sont placées
dans un faisceau de substance blanche. La posi-
tion des cellules en particulier à des temps élevés,
démontre l’existence d’un déplacement le long
de ces fibres parmi les axones, et la grande
vitesse de déplacement indique la présence d’un
substrat moins adhésif que le long des vaisseaux
sanguins. La morphologie des cellules qui sont
principalement bipolaires sans prolongement dig-
ités, suggère des mécanismes différents de
déplacement de ceux impliqués dans la migration
périvasculaire.
Parmi les facteurs microenvironnementaux qui
peuvent influencer la mobilité cellulaire, les
composants de la matrice extracellulaire ont été
largement étudiés (Pedersen et al, 1993; Giese et
Westphal, 1996; Friedlander et al, 1996;
Gladson, 1999). Les trois voies de déplacement
identifiées correspondent à des compositions pro-
fondément différentes de matrice extracellulaire.
La substance grise contient de l’acide
hyaluronique, des protéoglycanes à chondroitin
sulfate, du brevican, de la tenascine…(Rutka et
al, 1988; Bignami et al, 1993; Asperg et al,
1997). La lame basale des vaisseaux contient de
la laminine, fibronectine, du collagène (types IV
et V), de la vitronectine et de l’héparan sulfate
(Giese et al, 1995; Gladson, 1999). La substance
blanche semble contenir des molécules similaires
à celles de la substance grise, mais les protéines
associées à la myéline pourraient en plus inter-
venir dans des interactions spécifiques (Giese et
al, 1996a). Alternativement, un simple déplace-
ment dans les plans de moindre résistance peut
être envisagé pour expliquer la migration dans les
faisceaux de substance blanche (Bjekvig et al,
1997). Cette explication ne peut clairement pas
s’appliquer à la migration le long des vaisseaux
du fait des parois vasculaires formées de pro-
longements cellulaires fortement attachés à la
lame basale (Wolburg et Risau, 1995). Ces  mul-
tiples mécanismes de migrations limitent l’utili-
sation d’une thérapeutique anti-invasion dirigée
contre un système unique de migration.
La technique de réinjection des cellules
tumorales n’a pas pu démontrer de suivi des
voies de migration en raison d’une réaction
inflamatoire et immunitaire massive conduisant à
la mort des cellules tumorales malgré l’immuno-
suppression, l’utilisation de corticoïdes et le
décalage de la seconde injection pour éviter les
vaisseaux néoformés. Un modèle de glioblas-
tome invasif sans possibilité de réaction inflam-
matoire et immunitaire devra être utilisé pour
étudier le suivi des voies de migration dans les
doubles injections.
B. Evaluation des capacités invasives des
glioblastomes dans un système de tranches
cérébrales
1- Introduction
L’analyse anatomopathologique des biopsies
donne des informations importantes sur la pro-
lifération mais ne permet pas d’évaluer le carac-
tère invasif. Une évaluation précoce de ce carac-
tère majeur des gliomes pourrait aider au choix
thérapeutique. Les expériences in vitro utilisant
des protéines de la matrice extracellulaire (Giese
et al, 1994; Friedlander et al, 1996; Tamaki et al,
1997), de la myéline (Giese et al, 1996a;
Amberger et al, 1998), des membranes basales
reconstituées artificiellement (De Hauwer et al,
1997) ou des agrégats fœtaux (Knott et al, 1998),
ont suggéré que certains substrats de la matrice
extracellulaire, les intégrines et les systèmes pro-
téolytiques pourraient être préférentiellement
impliqués dans l’adhésion cellulaire, l’invasion
et la migration des glioblastomes. En revanche,
ces modèles expérimentaux ne peuvent refléter la
complexité de l’architecture cérébrale et des
interactions des cellules hôtes avec les cellules
tumorales. Les modèles in vivo apportent des
informations complémentaires sur les voies d’in-
filtration et mettent en avant des interactions
potentielles avec le tissu hôte (Pedersen et al,
1993; Bernstein et Woodard, 1995; Pedersen et
al, 1995; Paulus et al, 1996; Owens et al, 1998),
mais sont difficiles et coûteux à mettre en œuvre.
Les cultures organotypiques de cerveau sont con-
nues pour survivre plusieurs semaines en culture
en conservant l’architecture et les composants de
la matrice extracellulaire, les rendant utiles pour
les études morphologiques, électrophysi-
ologiques et pharmacologiques (Gähwiler et al,
1997). Dans cette étude, nous avons mis au point
un système in vitro nous permettant d’analyser le
comportement des cellules de gliome en utilisant
des cultures organotypiques de tranches
cérébrales de souris nouveau nées dans lesquelles
des cellules tumorales humaines ont été implan-
tées et se sont développées jusqu’à 4 semaines.
Les comportements invasifs de deux lignées de
glioblastome humain (GL15 et 8MG-BA) et une
lignée de rongeur (C6), ont été comparés en rai-
son de capacités invasives différentes observées
dans l’expérience de xénogreffe intracérébrale
chez le rat (seules les GL15 se sont infiltrées dans
le parenchyme hôte). Le suivi de voies de migra-
tion déterminées a été démontré dans ce modèle
grâce à une seconde injection de cellules
tumorales modifiées pour exprimer la protéine
fluorescente verte (GFP).
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2- Matériel et méthodes 
Culture de tranche de cerveau
Les tranches ont été préparées à partir de
cerveaux de souris selon une version modifiée de
la méthode décrite par Stoppini et al (1991). Des
souris mâles C57/bl6 (Janvier) âgées de 7 jours
ont été décapitées. Après ouverture de la boîte
crânienne, le cerveau a été prélevé rapidement en
conditions stériles. Les manipulations suivantes
ont été réalisées sous une hotte à flux laminaire
horizontal. Le cerveau a été déposé dans du PBS
(tampon phosphate saline), avec 0,5% D-glu-
cose. Les bulbes olfactifs et le cervelet ont été
retirés. Après section inter-hémisphérique, nous
avons obtenu des tranches coronales de chaque
hémisphère de 400 µm d’épaisseur à l’aide d’un
tissu chopper McIllwain (Laboratoire Mickel).
Les tranches ont été transférées dans du milieu
de culture tranche : Minimal Essential Medium
(MEM, Gibco), additionné de 10% sérum de
veau fœtal (SVF, Gibco) décomplémenté, 1mg
mL-1D-glucose, 2mM glutamine, 100µg mL-1
sérum albumine bovine, 100µg mL-1 transfer-
rine, 16ng mL-1 putrescine, 40ng mL-1 N-séléni-
um, 30ng mL-1 tri-iodothyronine, 5µg mL-1 insu-
line et 60ng mL-1 progestérone (Sigma). Après
séparation sous loupe binoculaire, les tranches
contenant une portion d’hippocampe ont été
mises en culture sur des membranes Millicell-
CM (Millipore, France) et déposées dans des
boîtes à six puits contenant 1 ml de milieu cha-
cun. Les tranches ont été maintenues en culture à
36°C dans une atmosphère humide contenant 5%
de CO2. Le milieu a été changé trois fois par
semaine.
Lignées de glioblastomes
Deux lignées de glioblastomes humains ont été
utilisées, la lignée GL15 (Bocchini et al, 1991) et
la lignée 8-MG-BA (Perzelova et al, 1998). La
lignée C6 chimiquement induite chez le rat a
aussi été utilisée comme témoin de cellules non
infiltrantes. Les cellules ont été maintenues en
culture dans le milieu suivant : 50% MEM, 50%
Dubelco Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco), 10% SVF, 1mM pyruvate, 33mM glu-
cose, 2mM glutamine, 100µg mL-1 strepto-
mycine, 100U mL-1 pénicilline ; à 37°C dans une
atmosphère humide contenant 5% de CO2. Les
cellules à confluence ont été repiquées deux fois
par semaine pour l’entretien des lignées. Après
deux rinçages avec la solution saline de Hanks,
les cellules ont été décollées par la trypsine
EDTA 0,05% à 37°C pendant 2 mn, l’action de la
trypsine a été stoppée par l’addition de milieu
contenant du SVF, puis la solution a été cen-
trifugée 10 mn à 300g. Le culot obtenu a été
repris dans du milieu et remis en culture.
Pour la greffe, le culot a été repris dans 20 à 50
µl de milieu tranche. Les cellules ont été comp-
tées à l’aide d’une cellule de Malassey sous
microscope. La concentration des GL15 a
ensuite été ajustée à 5.104 cellules µL-1.
Production des GL15-GFP.
Des clones producteurs pseudotypes GALV ont
été obtenus avec la construction FOCHA-EGFP1
(Cohen-Haguenauer et al, 1998) après transfec-
tion dans la lignée packaging TE-FLYA puis
infection des TE-FLY-GA (lignées fournies par
Cosset et al, 1995). Un plasmide codant pour le
gène de résistance à la néomycine, pEWLNeo
(Stratagene), a été co-transfecté avec FOCHA-
GFP. Un premier cycle de sélection a été réalisé
par le G418. Les clones producteurs candidats
ont été sélectionnés selon l’intensité de fluores-
cence chez les producteurs et chez une lignée test
transduite (NIH3T3). Les clones avec le titre le
plus haut (106 cfu/ml) ont été sous-clonés, per-
mettant d’obtenir une fluorescence d’intensité
homogène. Parmis eux un producteur stable a été
sélectionné avec un titre de 108 cfu/ml pendant
plusieurs mois et utilisé pour transduire les cel-
lules packaging TE-FLY-GA afin d’isoler un
clone producteur GALV. Les cellules transduites
ont été cultivées en dilution limite. Le clone 4B3
a été sélectionné pour le plus haut titre mesuré
après infection de cellules test humaines (TE-671
et 293-T, 107 cfu/ml). 
Les GL15 (2x105) ont été cultivées dans leur
milieu précedemment décrit. Un essai de mobili-
sation a permis de démontrer que le supernageant
viral ne présentait pas de rétrovirus compétant en
réplication (RCR). Les GL15 ont été exposées à
un seul cycle d’infection en utilisant 5 ml de sur-
nageant rétroviral avec 8 µg/ml de polytrene pen-
dant 24 heures. Du milieu frais a été ajouté 24
heures après. A 72 heures, presque toutes les cel-
lules se sont révélées EGFP-1 positives en obser-
vation au microscope à fluorescence. Les GFP-
GL15 ont été recultivées dans le même milieu
afin de créer une banque et de les tester pour les
RCR qui n’ont pas été détectés. 
Injection des cellules tumorales
Les injections ont été réalisées le lendemain de la
mise en culture des tranches (J1). Cinq.103 cel-
lules tumorales dans 0,1µL de milieu tranche ont
été injectées, en 2 minutes, à l’interface
cortex/corps calleux, le plus dorsalement possi-
ble à l’aide d’une seringue Hamilton biseautée
(0,5 µL, Roucaire, France) (Figure 8). Le lieu et
la profondeur de l’injection ont été contrôlés par
un micromanipulateur. Pour les doubles injec-
tions, la seconde injection de 2,5.103 GL15 GFP
dans 0,025µL de milieu a été réalisée à J15 au
niveau du site primaire d’injection. 
Irradiation des cellules tumorales
Les cellules ont été irradiées dans les bouteilles
de culture avec une source au Cobalt la veille de
l’injection dans les tranches cérébrales. Elle ont
reçu une dose unique de 25 Gy. Le nombre de
cellules marquées par un anticorps MIB1 a été
obtenu par comptage manuel, et a servi pour l’é-
valuation de la prolifération cellulaire (Figure 9).
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tranches ont été à nouveau rincées trois fois 10
mn puis montées sur des lames gélatinées dans
50% de vectashield et 50% PBS pour l’observa-




La quantification de l’infiltration et de la migra-
tion a été réalisée sur huit tumeurs provenant de
3 expériences à J8, 10 de 4 expériences à J15, et
9 de 2 expériences à J29 (Figure 10). Après
superposition de dix coupes réalisées dans l’é-
paisseur de la tumeur à l’aide d’un microscope
confocal, les mesures de la surface totale
tumorale, du diamètre de la masse tumorale, et du
diamètre de la zone d’infiltration ont été réalisées
par un système d’analyse d’image (analyse con-
Figure 9. Immunomarquage MIB1 et GL15-GFP à J15.
Figure 10. Quantification de l’infiltration et de la
migration des cellules tumorales. 
TMD (cercle rouge) : diamètre de la masse
tumorale. ID (cercle vert) : diamètre d’infiltration
qui concerne les cellules encore en contact avec
la masse tumorale. IS (zone rose) : surface d’in-
filtration. Dmax (droite bleue) : distance maxi-
male de migration.
Immunocytochimie
Les tranches ont été fixées à J8, J15 ou J29 par du
paraformaldéhyde 4% dans du tampon phosphate
pendant 4 heures à 4°C. Les tranches ont été
décollées des filtres puis transférées dans du
PBS.
Les tranches ont été rincées trois fois 10 mn dans
du PBS, puis incubées 1 heure dans une solution
de perméabilisation et de neutralisation : PBS,
0,6% Triton X-100, 10% sérum normal de cheval
(NHS). Les tranches ont été incubées une nuit à
4°C dans le PBS, 0,6% Triton X-100 avec les
anticorps monoclonaux anti HLA ABC (1/200,
Dako), protéine basique de la myéline (MBP,
1/200, Serotec), MIB-1 (1/200, Immunnotech),
vimentine (1/100, Dako), neurofilaments 200
(NF200) (1/100, Boehringer), MAP2 (1/100,
Boehringer), et polyclonaux laminine (1/200,
Sigma), protéine acide des gliofilaments (GFAP,
1/400, Dako), facteur de croissance de l’en-
dothélium vasculaire (VEGF, 1/100, Tebu).
Après trois rinçages de 10 mn au PBS, l’anticorps
secondaire, dilué dans PBS, 0,3% Triton X-100 a
été ajouté pendant 3 heures : Cy3 anti-IgG de
lapin, Cy3 anti-IgG de souris (1/1000 Jackson
Immuno Research), FITC anti-IgG de lapin,
FITC anti-IgG de souris (1/200 Vector). Les
Figure 8. Représentation schématique du protocole d’injection unique ou double des cellules tumorales dans la
tranche cérébrale de souris.
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focale et “blob analysis”, logiciel inspector).
La surface occupée par les cellules dans la zone
d’infiltration a été calculée : surface totale - sur-
face du foyer tumoral. Le nombre de cellules à
plus de 500µm de la tumeur et la distance maxi-
male de migration ont été mesurés manuellement
sous microscope à l’aide d’une grille de dimen-
sion connue. La reproductibilité des mesures a
été évaluée en comparant, à l’aide d’un test
ANOVA ou d’un test de Student sur valeurs non
appariées, les moyennes de 2 à 4 expériences à
chaque temps. L’analyse comparative statistique
a été réalisée par un test de Student sur séries non
appariées.
Morphologie cellulaire
La quantification de la morphologie cellulaire a
été réalisée sur 37 à 68 cellules tumorales sur 6
tranches différentes à chaque temps. Les
longueurs des cellules invasives le long des vais-
seaux, dans les fibres de substance blanche et
dans la zone d’infiltration ont été mesurées à
l’aide d’un système d’analyse d’image. La mor-
phologie cellulaire a été appréciée par le rapport
du diamètre nucléaire maximum sur le diamètre
minimum. Des sections de 10 µm ont été réal-
isées dans la masse tumorale pour visualiser cette
morphologie cellulaire. L’analyse comparative
statistique a été réalisée par un test de Student sur
séries non appariées.
Angiogenèse
La quantification de l’angiogenèse a été réalisée
en comparant la densité des vaisseaux et leur ori-
entation par rapport à la masse tumorale dans 5 à
12 tranches injectées avec les deux lignées cellu-
laires à chaque temps.
L’analyse a porté sur des images de 0.27 mm2
acquises en continuité de la masse tumorale dans
la périphérie obtenues après marquage laminine
pour visualiser les vaisseaux. La densité des vais-
seaux est exprimée en pourcentage de surface
occupée par les vaisseaux. L’orientation des vais-
seaux a été quantifiée en mesurant l’angle entre
l’axe longitudinal des vaisseaux visibles et la tan-
gente correspondante à la tumeur. Plus l’angle
(réel ou d’intersection potentielle) est proche de
90° plus les vaisseaux ont de chances de pénétrer
dans la tumeur. Les angles ont été transformés en
leur valeur correspondant en sinus. Cen trente
cinq ±118 angles ont été évalués par cas. La
médiane des angles et la valeur correspondant
aux 25 percentiles ont été utilisées pour les com-
paraisons statistiques à l’aide d’un test non
paramétrique de Mann et Whitney.
3- Résultats 
Les tranches cérébrales de souris ont pu être
maintenues pendant plus de 4 semaines en cul-
ture. L’analyse au microscope confocal a démon-
tré que les tranches fixées avaient environ 100
µm d’épaisseur. Les structures cérébrales, les
vaisseaux sanguins et le réseau neuronal ont été
préservés à J29. Les cellules de lignée issues de
glioblastomes humain (GL15 et 8MG-BA),
injectées dans les tranches, ont survécu et contin-
ué à exprimé l’antigène de surface HLA-ABC.
L’analyse confocale a montré que la tumeur
implantée grossissait dans la tranche cérébrale
(Figure 11). Aucune gliose réactive n’a pu être
observée autour de la masse tumorale après l’in-
jection, les cellules tumorales se sont parfaite-
ment intégrées dans le tissu hôte.
Expresssion de la GFP dans les GL15.
Un cycle unique d’exposition au surnageant viral
a induit une infection de 98 % des GL15 qui ont
pu être maintenue en culture pendant plus de 15
semaines et utilisées depuis 2 ans. La transduc-
tion s’est révélée efficace et stable comme illus-
tré par l’intensité constante de fluorescence. Les
GFP-GL15 ont présenté un phenotype stable et
non modifié par rapport aux cellules natives.
L’immunomarquage HLA et la prolifération ont
été similaires.
Comportement invasif des GL15 et 8MG-BA
Le comportement invasif des GL15 et 8MG-BA
a été différent. Les 8MG-BA se sont développées
en formant une masse irrégulière, augmentant
avec le temps, avec très peu de cellules en infil-
tration. De même, les cellules de rat C6 ont
formé une grosse tumeur (environ de 800 µm de
diamètre à J15) sans présenter d’infiltration dans
le parenchyme. A l’opposé, les GL15 ont présen-
té un patron de croissance reproductible avec la
formation d’une masse tumorale sphérique, et
une augmentation du nombre de cellules en infil-
tration et en migration à distance de la masse
(Figure 12). 
La progression des cellules tumorales, quantifiée
par la surface d’infiltration, le diamètre d’infil-
tration, la distance maximale et le nombre de cel-
lules à plus de 500µm de la masse s’est révélée
reproductible entre les différentes expériences à
chaque temps. A J8, les GL15 ont formé une
masse tumorale sphérique avec peu de cellules en
infiltration dans le parenchyme hôte (surface
d’infiltration -IS=73 102 ±5 102 µm2, diamètre
d’infiltration -ID=834±33 µm) (Table 7). A J15,
de nombreuses (100 < n < 500) GL15 en infiltra-
tion ont été observées dans toute la périphérie
tumorale, et ces cellules envahissaient le
parenchyme de façon diffuse. A J15, le diamètre
de la zone d’infiltration (ID=1060±38 µm) a aug-
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menté significativement de 27% par rapport à J8
(p<0.001). A J29, le diamètre de la zone d’infil-
tration (ID=1123±33 µm) n’a pas changé signi-
ficativement par rapport à J15, mais la densité
cellulaire dans la masse tumorale a diminué au
profit de la zone d’infiltration. En fait, les cel-
lules s’infiltrant de plus en plus dans la marge
tumorale, la limite de la masse tumorale s’est
révélée de moins en moins visible. De J8 à J29, la
surface occupée par les cellules tumorales dans la
zone d’infiltration a augmenté de 93% (IS=141
102±13 102 µm2 à J29) (p<0.001).
Les cellules de la lignée GL15 greffées dans l’é-
paisseur des tranches cérébrales ont envahi pro-
gressivement la marge tumorale, puis ont migré
le long des vaisseaux sanguins à une distance
considérable de la masse tumorale (Figure 13).
Des GL15 bipolaires étaient orientées en paral-
lèle aux vaisseaux sanguins. Les cellules étaient
en contact étroit avec la laminine de leur mem-
brane basale, comme démontré par analyse con-
focale. La moyenne de la distance maximale de
migration (465±50 µm à J8, 752±51 µm à J15,
917±58 µm à J29) a augmenté significativement
de 62% entre J8 et J15 (p<0.01) et de 22% entre
J15 et J29 (p<0.05). La distance maximale de
migration observée sur la membrane basale des
vaisseaux de l’espace sous-arachnoïdien a été de
3 mm. Le nombre de GL15 ayant migré à plus de
500µm de la masse tumorale (0.5±0.2 à J8, 5.3±2
à J15, 9.7±2 à J29) a augmenté significativement
de J8 à J15 (p<0.05)et de J8 à J29 (p<0.001). Peu
de cellules GL15 ont été observées dans le corps
calleux, et à une distance relativement courte.
Aucune cellule n’a été observée à plus de 500 µm
de la masse tumorale (Figure 14). L’analyse con-
focale a démontré l’absence de contact entre les
GL15 et les fibres myélinisées.
Morphologie cellulaire
Corrélées à ces comportements invasif différents,
les deux lignées humaines ont montré des mor-
phologies variées. A l’opposé des 8MG-BA non
invasives, qui restaient sphériques et présentaient
des prolongements très courts et peu nombreux,
les GL15 de la zone d’infiltration présentaient
une morphologie bipolaire. De plus, les GL15
immobiles, présentes dans la masse tumorale,
restaient sphériques avec des prolongements fins
et courts même à J29 (Figure 15). Le ratio
“diamètre nucléaire maximum/diamètre mini-
mum” était significativement différent dans la
masse tumorale (1,4±0,5) et dans la zone d’infil-
tration (2±0,5) (p<0,001), démontrant un
allongement de noyau avec la migration. La mor-
phologie des GL15 en invasion ne dépendait pas
du temps étudié mais plutôt de la localisation des
cellules tumorales. Les GL15 infiltrées dans la
marge tumorale (d’une longueur de 371±15 µm)
et le corps calleux (338±19µm) étaient bipolaires
avec des prolongements en forme de flèche. Les
GL15 présentes sur les vaisseaux sanguins
étaient aussi bipolaires et possédaient des pro-
longements plus long (416 ±15µm) que ceux des
cellules le long des fibres myélinisées (p<0,01)
ou dans la zone d’infiltration (p<0,05).
Angiogenèse
L’évaluation de l’angiogenèse en périphérie de la
masse tumorale a porté sur la densité des vais-
seaux (évaluée par un pourcentage de surface
occupée) et par l’orientation de ces vaisseaux par
rapport à la tumeur. Quelque soit le temps étudié
la marge des 8MG-BA ne présentait pas de dif-
férence de densité de vaisseaux par rapport à une
zone témoin prise à la même profondeur du cor-
tex mais à distance de la masse tumorale. La den-
sité des vaisseaux s’est révélée plus que deux fois
supérieure à J29 dans les tranches injectées avec
des GL15 que dans celles implantées avec des
8MG-BA (p<0,02). A J8, J15 et J29, le 25 per-
centile et la médiane de l’angle des vaisseaux par
rapport à la tangente de la tumeur était significa-
tivement supérieur (plus proche de 9O° donc
dirigé vers le centre de la tumeur) pour les GL15
que pour les 8MG-BA (Table 8, Figure 17).
Double injection de GL15
Les deux lignées GL15 injectées ont été recon-
nues par l’anticorps dirigé contre l’antigène HLA
ABC. Nous avons distingué les deux séries de
cellules tumorales grâce à l’utilisation d’une
lignée GL15 GFP et d’une lignée GL15 non GFP.
L’injection en premier de GL15 GFP nous a per-
mis de vérifier que la seconde injection pouvait
techniquement être effectuée au niveau de cette
tumeur primaire. En effet, à J16, le lendemain de
la seconde injection, on observait une zone non
fluorescente au niveau de la première tumeur,
correspondant au deuxième site d’injection de
cellules non GFP. Pour la suite de l’étude, nous
avons greffé des GL15, puis à J15 des GL15 GFP.
L’analyse au microscope confocal a montré que
les deux séries de cellules tumorales se dévelop-
paient dans l’épaisseur de la tranche. A J29, 15
jours après la deuxième injection, on observait
les GL15 GFP injectées secondairement
regroupées en amas en périphérie de la tumeur
primaire, au niveau de la zone d’infiltration
(Figure 18). Ces amas secondaires étaient com-
posés de cellules GL15 GFP bipolaires orientées
tangentiellement par rapport à la tumeur initiale
formée de GL15 non GFP. Au centre de la pre-
mière tumeur, une zone de dégénérescence de
cellules GL15 GFP était présente. L’observation
au microscope confocal a cependant démontré
l’existence de quelques cellules GFP intactes
mélangées aux cellules de la première tumeur,
sans séparation nette des deux types de cellules
tumorales. Dans tous les cas, on a systématique-
ment retrouvé des cellules de la seconde injection
qui s’infiltraient parallèlement aux cellules de la
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première (Figure 19). Les deux séries de cellules
tumorales se mélangaient et on observait des con-
tacts physiques entre les différentes cellules. Au
microscope confocal, on a pu constater que les
GL15 et les GL15 GFP s’infiltraient dans le
même plan. Des cellules GL15 étaient parfois
alignées à des cellules GL15 GFP, les cellules de
la seconde injection précédant les GL15 en
migration. Enfin on a pu observer des cellules
tumorales des deux injections alignées les unes
derrière les autres sur un vaisseau de l’espace
sous-arachnoïdien (Figure 20).
Irradiation
L’irradiation des cellules en culture a induit une
forte diminution de la prolifération illustrée par le
taux de renouvellement des cellules. Le temps
moyen pour le premier repiquage après irradia-
tion était de 15 jours contre 3 chez les témoins.
Dans les tranches cérébrales, les cellules irradiées
formaient une tumeur de surface significative-
ment inférieure aux témoins (moins 29,8% à J15
et moins 42,2% à J29). L’aspect et l’évolution de
la tumeur étaient similaires aux cellules non
irradiées. On a observé notamment une surface
d’infiltration proportionnellement identique
(entre 29,9% et 42,2% de la surface totale selon
le temps chez les témoins et les irradiées). Le
nombre de cellules MIB1 positives, rapporté ou
non à la surface de la tumeur était significative-
ment diminué pour les cellules irradiées (Table
9).
4- Discussion
Les cellules tumorales GL15 injectées et main-
tenues pendant quatre semaines en culture de
tranche reproduisent les caractéristiques
générales de l’invasion cérébrale observées in
vivo dans les gliomes. Les GL15 montrent une
invasion progressive de la marge tumorale, une
dissémination de cellules individuelles sur de
longues distances en contact étroit avec la mem-
brane basale des vaisseaux, et une invasion lim-
itée du corps calleux. De façon opposée aux
GL15 rondes et faiblement ramifiées de la masse
tumorale et aux 8MG-BA, les GL15 invasives
démontrent une morphologie bipolaire et de
longs prolongements très fins. Dans cette étude,
nous décrivons un modèle quantifiable et repro-
ductible d’infiltration de cellules de gliome dans
le cerveau à l’aide de cultures de tranches
cérébrales de rongeur et de cellules de gliome
humain. Nous y démontrons que des cellules
tumorales réinjectées dans une tumeur déjà for-
mée, suivent les voies de migration empruntées
par les cellules de la première tumeur.
Un nouveau modèle d’invasion de glioblastome
Si le taux de prolifération peut maintenant être
quantifié par analyse histopathologique de biop-
sie (Rooprai et al, 1997), l’invasion n’est pas
vraiment quantifiable. Nous avons établi un sys-
tème in vitro permettant une analyse de cette car-
actéristique primordiale des gliomes en utilisant
des cultures organotypiques de tranches
cérébrales dans lesquelles des cellules tumorales
humaines ont été implantées, et se sont dévelop-
pées pendant quatre semaines. De plus ce modèle
pourrait améliorer la culture des tumeurs
cérébrales humaines qui restent difficiles à mettre
en œuvre. L’implantation de cellules issues de
biopsie de glioblastome pourrait apporter une
évaluation précoce des capacités invasives, ce qui
pourrait aider le neurochirurgien à mettre en
place une stratégie thérapeutique adaptée.
Les études in vitro utilisant les molécules puri-
fiées de la matrice extracellulaire, ont suggéré
que certains substrats de la matrice, les intégrines
et les systèmes protéolytiques, pouvaient être
préférentiellement impliqués dans l’adhésion,
l’infiltration, et la migration des glioblastomes
(Giese et al, 1994; Friedlander et al, 1996;
Tamaki et al, 1997). Pourtant, les expériences in
vitro et même les modèles tridimensionnels plus
complexes comme la reconstitution de membrane
basale (De Hauwer et al, 1997) ou les agrégats
fœtaux (Knott et al, 1998), sont inaptes à simuler
les interactions complexes entre les cellules
tumorales et l’environnement hôte (Giese et
Wesphal, 1996; Pilkington et al, 1997). Les mod-
èles in vivo apportent des données sur les mécan-
ismes d’invasion, mais sont difficiles et coûteux
à utiliser. Les cultures de tranches cérébrales
combinent les avantages d’un modèle de
glioblastome tridimensionnel avec une architec-
ture cérébrale conservée (Gähwiler et al, 1997) et
ceux issus de la possibilité de modifier les
paramètres d’invasion et d’observer la morpholo-
gie cellulaire comme dans des expériences in
vitro. Récemment, Ohnishi et al (1998) ont étudié
la réponse de sphéroides de glioblastome à des
chimioattractants dans un modèle de tranche
cérébrale. Dans cette étude, nous démontrons que
le comportement invasif de deux lignées
humaines correspond à celui observé dans un
modèle de xénogreffe intracérébrale chez le rat.
Ce comportement invasif contraste avec celui des
lignées de glioblastomes les plus couramment
utilisée, i.e. les cellules de rat C6 (Benda et al,
1968) et 9L (Weizsaecker et al, 1981) qui ont été
produites par application in vivo de carcinogènes.
Avec peu d’exceptions (Bernstein et Woodard,
1995; Chicoine et Silbergeld, 1995b; Hensel et
al, 1998), ces cellules et certaines lignées
humaines (Engebraaten et al, 1999), progressent
plus par expansion que par infiltration (Peterson
et al, 1994) lorsqu’elles sont implantées dans le
cerveau de rat. 
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Figure 12 : Croissance tumorale des C6 (a, b, c), 8-MG-BA (d, e, f) et GFP-GL15 (g, h, i) à J8, J15 et J29.
(a, b, c) Immunomarquage HLA-ABC. Les C6 forment une tumeur sphérique de grand diamètre sans
infiltration apparente même à J29. (d, e, f) Immunomarquage HLA-ABC. Les 8-MG-BA se dévelop-
pent comme des tumeurs irrégulières avec très peu de cellules en infiltration. (g) A J8, les cellules GFP-
GL15 (vert) forment une tumeur dense sphérique avec peu de cellules infiltrantes. (h) A J15, de nom-
breuses cellules GL15 infiltrent le parenchyme dans toute la périphérie tumorale, la limite de la masse
tumorale initiale est toujours observable. (i) A J29, noter l’infiltration péritumorale massive. Barre = 200
µm.
Figure 11. Croissance tumorale dans les trois dimen-
sions et intégration dans le tissu hôte. 
(a) Analyse confocale du marquage de la GFAP
(Cy3-rouge) et des GL15 transduites avec le gène
de la protéine fluorescente verte (GFP, vert) à J8.
L’analyse confocale montre la tumeur dans l’é-
paisseur de la tranche, le marquage GFAP indi-
quant la partie supérieure et inférieure de la
tranche (x10). (b) Double immunomarquage pour
HLA-ABC (Cy3-rouge) et GFAP (FITC-vert) à
J8. Les cellules tumorales se mélangent avec les
astrocytes de la tranche cérébrale qui possèdent
un phénotype quiescent. (x20), barre : 100 µm.
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Figure 13. Comportement invasif des GL15 sur les vaisseaux sanguins. 
(a) Immunomarquage Laminine (Cy3-rouge) et cellules GL15-GFP (vert) à J29 montrant la migration
des cellules le long des vaisseaux de l’espace sous-arachnoidien. Le vaisseau est relié à la surface
tumorale. Des cellules GL15 bipolaires migrent le long de ce vaisseau. La cellule la plus éloignée est à
plus de 2 mm de la masse tumorale (x10), barre : 200 µm. (b) Double immunomarquage HLA-ABC
(Cy3-rouge) et laminine (FITC-vert) à J29. Les cellules tumorales, qui suivent l’orientation du vaisseau,
ont une morphologie bipolaire avec de très longs prolongements. A l’extrémité du vaisseau, le pro-
longement cellulaire change d’orientation. (x40), barre : 50 µm. (c) L’analyse confocale de la zone
encadrée dans (a) montre des cellules tumorales bipolaires en contact étroit avec la laminine de la mem-
brane basale des vaisseaux. La zone insérée correspond à la section perpendiculaire et montre que les
cellules tumorales sont entourées par la membrane basale. Barre = 50 µm
Figure 14. Migration des GL15 dans le corps calleux. 
Immunomarquage MBP (Cy3-rouge) et GL15-
GFP (vert) à J15. La tumeur est localisée entre le
cortex et le corps calleux visualisé par de nom-
breuses fibres immunoréactives pour la MBP et
oragnisées en faisceaux. Des cellules tumorales
perdent contact avec la masse et migrent dans le
corps calleux dans une zone sans marquage MBP.
Ces cellules possèdent une morphologie bipolaire
avec des prolongements pointus. Barre = 100 µm.
Table 7. Mesure du comportement invasif des
GL15. 
Les valeurs de la table correspondent aux
moyennes ± SEM. (*: p<0.05; **: p<0.01;
***: p0.001).
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Figure 15. Morphologie des 8-MG-BA et des GL15
dans les tranches cérébrales 
(a) Immunomarquage HLA-ABC à J15. Les 8-
MG-BA ont une morphologie sphérique aussi
bien dans la masse tumorale que dans la zone
d’infiltration. (b) Immunomarquage HLA-ABC à
J15. Les GL15, qui infiltrent le parenchyme, ont
une morphologie bipolaire avec des prolonge-
ments allongés. (c) GL15-GFP sur une coupe de
10 µm d’épaisseur à J8. Les GL15-GFP de la
masse tumorale sont sphériques avec quelques
prolongements fins et courts. Noter l’absence de
cellules bipolaires. Barre = 50 µm.
Figure 16. Angiogenèse autour de la tumeur GL15.
Immunomarquage laminine (FITC) et HLA-ABC
(CY3) dans une tranche cérébrale injectée avec
des GL15 à J29. Barre = 150µm.
Table 8. Orientation des vais-
seaux par rapport à la tumeur.
Médiane et 25 percentile
des sinus des angles formés
par les vaisseaux par rap-
port à la tangente de la
tumeur à J8, J15, J29.
Figure 17. Représentation
schématique de l’orientation
des vaisseaux par rapport à la
tumeur. 
GL15 en blanc, 8MG en
gris. Sinus des angles for-
més par les vaisseaux par
rapport à la tangente de la
tumeur à J8, J15, J29. *
p<0,05; ** p<0,01, ***
p<0,001.
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Figure 18. Double injection de GL15 dans les
tranches cérébrales à J18. 
Immunomarquage HLA-ABC (Cy3, rouge) et
GL15-GFP (vert). Barre = 150 µm.
Figure 19. Double injection de GL15 dans les
tranches cérébrales à J22. 
Immunomarquage HLA-ABC (Cy3, rouge) et
GL15-GFP (vert). Barre = 100 µm.
Figure 20. Double injection de GL15 dans les
tranches cérébrales à J29. 
Immunomarquage HLA-ABC (Cy3, rouge),
laminine (bleu) et GL15-GFP (vert). Barre = 100
µm.
Table 9. Effet de l’irradiation sur les tumeurs GL15 dans les tranches cérébrales.
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De même, dans les tranches cérébrales, seules les
GL15 implantées dans l’épaisseur développent
une masse tumorale et reproduisent les voies
d’invasions de glioblastomes observées in vivo.
Les phénomènes d’infiltrations y sont repro-
ductibles et quantifiables. De plus, notre modèle
est potentiellement utile pour étudier le com-
portement d’invasion dans les différents compar-
timents du cerveau. En particulier, le réseau vas-
culaire conservé dans les tranches offre la possi-
bilité d’étudier la migration le long des vaisseaux
en l’absence de flux de liquide céphalo-rachidien.
Comportement invasif des GL15
Le comportement invasif est en partie le résultat
d’interactions entre la matrice extracellulaire et
les cellules tumorales. Le comportement
hétérogène de nos deux lignées de glioblastome
humain, dans les tranches cérébrales pourrait ne
pas être dû à des grades différents, mais pourrait
refléter différents niveaux de mobilité constitu-
tive et/ou des différences de spécificité pour cer-
tains ligands (Friedlander et al, 1996; Giese et
Wesphal, 1996). Cette différence peut aussi être
imputée à des expressions variées de métallopro-
téinases par les cellules tumorales ou par des
dépôts de matrice extracellulaire qui créent un
environnement plus ou moins permissif
(Edwards et Murphy, 1998). Seules les GL15
montrent une invasion progressive de la marge
tumorale, et une dissémination sur de longues
distances de cellules individuelles. L’infiltration
locale de la marge tumorale est une composante
connue de la progression des glioblastomes
humains (Scherer, 1940; Burger et al, 1988). Une
invasion limitée du corps calleux par les GL15 a
été observée et seulement dans des zones non
myélinisées. Ce résultat semble en désaccord
avec la capacité connue des cellules de glioblas-
tome à utiliser les trajets des fibres de la sub-
stance blanche comme voie majeure de dissémi-
nation (Scherer, 1940; Burger et al, 1988;
Bernstein et al, 1989a; Pedersen et al, 1993;
Pedersen et al, 1995; Nagashima et al, 1999). Le
déplacement sur de longues distances des cellules
de glioblastome dans la substance blanche a été
alternativement attribué à des liaisons spécifiques
à des ligands (Giese et al, 1996a), et à un
déplacement passif dans les plans de moindre
résistance (Pedersen et al, 1995; Bernstein, 1996;
). In vitro, la myéline purifiée issue de cerveau
humain a été identifiée comme un substrat per-
missif pour l’adhésion et la migration (Giese et
al, 1996a). Il a été aussi démontré que la migra-
tion préférentielle des gliomes de haut grade sur
la myéline impliquait une métalloprotéase liée à
la membrane (MT1-MMP) nécessaire pour
dépasser les inhibiteurs de l’adhésion cellulaire
(Amberger et al, 1998; Beliën et al, 1999; Hensel
et al, 1998). Puisque le corps calleux de rongeurs
de 7 jours utilisé pour nos tranches cérébrales
n’est pas complètement myélinisé, l’invasion
minimale des GL15 pourrait être expliquée par
l’absence de myéline permissive, et la présence
documentée de constituants de la matrice extra-
cellulaire empêchant l’adhésion (Giese et al,
1996a). Pourtant les xénogreffes de GL15 dans le
cerveau de rat montrent une infiltration massive
dans le corps calleux, ainsi il est concevable que
le manque de contact direct entre les cellules
tumorales et les fibres myélinisées puisse expli-
quer l’incapacité des GL15 à envahir le corps
calleux des tranches cérébrales. A côté de cette
infiltration massive et de l’invasion minimale du
corps calleux, des cellules individuelles ou des
séries alignées de GL15 ont été régulièrement
observées sur les parois vasculaires, et à une dis-
tance progressivement de plus en plus élevée de
la masse tumorale. Les expériences sur rongeurs
ont montré que les cellules de gliome C6
adhèrent  aux couches de laminine de la mem-
brane basale (Bernstein et Woodard, 1995), pro-
cessus qui semble impliquer les intégrines ß1
(Paulus et al, 1996), et la formation
d’hemidesmosomes (Nagano et al, 1993). Nos
données sur les GL15 en migration, retrouvées
systématiquement adhérentes à la laminine de la
membrane basale, suggèrent fortement que les
cellules de glioblastome humain peuvent migrer
de façon similaire sur la membrane basale grâce
à des contacts spécifiques avec de récepteurs. Les
sous-unités des intégrines alpha3, alphaV et ß1
sont par ailleurs exprimées par les gliomes
(Paulus et al, 1993), et in vitro, les cellules de
gliome humain migrent préférentiellement sur les
substrats purifiés de membrane basale comme la
laminine et le collagène IV (Giese et al, 1994;
Giese et al, 1995; Mahesparan et al, 1997). Une
controverse persiste pour savoir si le déplace-
ment des cellules de gliome dans l’espace péri-
vasculaire met en jeu une migration, une pression
croissante ou un transport par le liquide céphalo-
rachidien (Pedersen et al, 1994; Pedersen et al,
1995; Bernstein, 1996; Giese et Wesphal, 1996).
La culture de tranches cérébrales offre la possi-
bilité unique de documenter la dispersion des cel-
lules de gliome en absence de flux de LCR. Nous
n’observons pas de cellule tumorale GL15 ou
8MG-BA dans les vaisseaux sous arachnoïdiens
ou sous piaux, ce qui est loin d’être rare dans les
gliomes humains (Higuchi et al, 1995). Nos
travaux suggèrent que le déplacement périvascu-
laire des cellules de gliome pourraient faire inter-
venir deux mécanismes différents : une migration
active de cellules individuelles étroitement liées à
la membrane basale des vaisseaux, et un déplace-
ment passif de cellules tumorales détachées
dépendant du flux de LCR. 
Les capacités d’invasion sont associées à la mor-
phologie cellulaire
Les cellules GL15 expriment probablement de
façon différentielle des 8-MG-BA, des intégrines
qui permettent des interactions avec la matrice
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extracellulaire, entraînant une activation du
cytosquelette et ainsi une mobilité cellulaire.
L’expression de la GFP permet de montrer que
les GL15 en migration sont bipolaires avec des
prolongements longs et fins à l’opposé des GL15
de la masse et de la plupart des 8MG-BA qui sont
rondes et peu ramifiées. Cette morphologie bipo-
laire semble refléter une activation de
cytosquelette indispensable au phénotype invasif
(Chicoine et Silbergeld, 1995a; Gillespie et al,
1999). Cette activation pourrait résulter de la liai-
son à des intégrines, différemment exprimées par
les cellules de gliome (Knott et al, 1998; Tonn et
al, 1998). In vitro, les liaisons avec les substrats
de la MEC comme la laminine ou le collagène IV
sont connus pour conférer une morphologie bipo-
laire aux cellules de gliome en migration
(Friedlander et al, 1996). Cette activation du
cytosquelette pourrait être responsable des mor-
phologies variées des GL15 en infiltration dans la
marge tumorale, en migration dans le corps
calleux ou le long des vaisseaux. Les GL15 sur la
membrane basale des vaisseaux sont les cellules
les plus allongées et celles qui migrent le plus
loin. Ces résultats suggèrent aussi que les mécan-
ismes de déplacement des cellules dépendent du
substrat puisque l’espace extracellulaire de la
membrane basale des vaisseaux et celui des
axones myélinisés est profondément différent
(Giese et Wesphal, 1996). Pourtant, nous ne pou-
vons pas exclure l’hypothèse que les GL15 bipo-
laires puissent former une sous population de
GL15 et que leur morphologie bipolaire leur con-
fère la capacité d’envahir et de migrer sur des lig-
ands spécifiques. 
Les GL15 injectées dans les tranches cérébrales
fournissent un modèle parfaitement reproductible
de glioblastome humain aussi bien pour la crois-
sance tumorale et pour la morphologie des cel-
lules tumorales, que pour le comportement sur
différents substrats. Dans ce modèle, nous obser-
vons que deux lignées de glioblastomes humains
présentent de fortes différences de comportement
d’invasion. L’invasion semble suivre des voies
spécifiques le long des vaisseaux sanguins. La
capacité d’invasion dans le cerveau hôte est asso-
ciée à la morphologie des cellules tumorales. Ce
modèle semble être adapté pour l’évaluation
comparative des capacités d’invasion d’une
tumeur individuelle. Cette évaluation devant
reproduire les caractéristiques observées in vivo,
les cultures de tranches cérébrales sont poten-
tiellement utiles pour les études sur les mécan-
ismes d’invasion et sur les thérapeutiques ciblant
la migration cellulaire. De plus, les tranches
cérébrales offrent la possibilité unique d’observ-
er la migration active sur la laminine. A l’opposé,
les modèles in vivo donnent des résultats contra-
dictoires sur la migration le long des vaisseaux à
cause de la circulation, de l’apport de sang à la
tumeur, et de la circulation des lymphocytes qui
peuvent altérer la survie ou la migration des cel-
lules tumorales. En conséquence, notre modèle
ne peut être utilisé ni pour l’étude de la nutrition
tumorale, ni pour les stratégies d’im-
munothérapie. Un inconvénient supplémentaire
réside dans le faible déplacement des cellules
tumorales le long du corps calleux, qui peut
refléter soit une absence du déplacement passif
observé in vivo dans les voies de moindre résis-
tance, soit une différence entre les résultats dans
la tranche et ceux in vivo en raison de la présence
des molécules différentes intervenant dans la
migration cellulaire. 
Angiogenèse et migration tumorale
Dans notre modèle, les tranches injectées avec
des GL15 présentent une modification de l’or-
ganisation vasculaire. L’augmentation de densité
et la réorientation des vaisseaux à proximité de la
tumeur correspondent à des étapes connues de
l’angiogenèse tumorale. Un des critères de diag-
nostic du glioblastome est la présence d’une
néoangiogenèse au sein de la tumeur (Daumas-
Duport et al, 1988). En effet, le développement
d’un réseau vasculaire est essentiel à la crois-
sance tumorale (Folkman et al, 1987). Les cel-
lules tumorales contrôlent ce phénomène en
diminuant la synthèse des inhibiteurs ou en aug-
mentant celle des effecteurs de l’angiogenèse. Le
facteur angiogénique principal est le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), sensible
en particulier à l’ischémie observée dans la
tumeur. Il a été décrit une surexpression du
VEGF et de ses récepteurs R1 et R2 par les cel-
lules tumorales de glioblastome et également par
les cellules gliales au cours du développement
(Plate et al, 1995). De nombreuses recherches
tendent à neutraliser les effets du VEGF en util-
isant des anticorps bloquant le VEGF (Kim et al,
1993), en diminuant sa synthèse via l’administra-
tion d’oligonucléotides antisens (Cheng et al,
1996) ou en augmentant l’expression d’une
forme soluble du VEGFR (Goldman et al, 1998).
Dans tous les cas, on observe une diminution de
la croissance tumorale. Des expériences prélimi-
naires montrent dans notre modèle une expres-
sion du VEGF par une sous population astrocy-
taires, plutôt à proximité de la tumeur et une
expression du VEGF par les GL15 observée en
Western blotting. Notre modèle expérimental de
culture organotypique, s’il conserve les vaisseaux
même à 4 semaines, est caractérisé par une
absence de circulation sanguine. L’angiogenèse
observée ne peut donc avoir de rapport avec la
nutrition de la tumeur. En revanche, il serait per-
tinent de profiter de ce système pour évaluer
l’implication de cette angiogenèse pour la migra-
tion tumorale en dehors de tout effet parasite sur
la croissance par l’apport sanguin.
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Suivi des voies de migration
Une seconde série de cellules tumorales, réinjec-
tées dans le site d’injection primaire, présente les
mêmes profils d’invasion que dans la phase ini-
tiale. Le comportement des cellules tumorales
injectées secondairement confirme l’existence de
voies de migration préférentielles. Les cellules
tumorales pourraient être utilisées comme
vecteur d’un agent thérapeutique pour assurer
son accès aux cellules tumorales infiltrées. Après
injection d’une seconde série de cellules
tumorales, nous avons observé la formation d’a-
mas secondaires orientés tangentiellement par
rapport à la tumeur initiale. Cette disposition de
la seconde série de cellules tumorales dans la
zone d’infiltration de la tumeur primaire est prob-
ablement due à une compétition importante au
centre de la première tumeur. D’autres cellules de
la seconde injection s’infiltrent parallèlement aux
cellules de la première série, les rejoignent et se
mélangent avec elles. In vivo, chez la souris, des
cellules tumorales modifiées pour produire un
rétrovirus contenant le gène TK, injectées 3 jours
après l’injection de la première série de cellules
tumorales, sont retrouvées en migration le long
des mêmes voies de migration que dans la phase
initiale (Tamura et al, 1998). Elles provoquent
une disparition efficace des cellules tumorales
infiltrées. La thérapie génique offre des perspec-
tives encourageantes pour le traitement des
glioblastome. Mais, s’il y a bien destruction du
foyer tumoral après injection de fibroblastes
libérant des rétrovirus contenant le gène suicide
TK ou directement des rétrovirus, les cellules
infiltrées ne sont pas accessibles aux vecteurs
viraux et sont responsables de la récidive
tumorale (Giese et Wesphal, 1996). L’effet de
voisinage observé dans l’utilisation du gène TK
assure la destruction d’une dizaine de cellules
proches de la cellule infectée. La toxicité est lim-
itée et nécessite la contamination virale de
l’ensemble des zones contenant des cellules
tumorales. L’utilisation de cellules modifiées
pour synthétiser et libérer une cytokine
immunostimulante pourrait déclencher une réac-
tion immunitaire locale provoquant la destruction
des cellules tumorales sur un plus large
périmètre. Les cellules productrices doivent être
capables de migrer et de rejoindre les cellules
infiltrées pour assurer l’accès thérapeutique à
l’ensemble de la tumeur. Ce n’est pas le cas des
fibroblastes qui sont les plus utilisés en thérapie
génique et cellulaire (Tamura et al, 1997). Il faut
également que la migration des cellules utilisées
s’effectue selon les mêmes voies de migration
préférentielles caractéristiques des cellules
tumorales de glioblastome. Les cellules
tumorales remplissent ces différents critères. 
En résumé, l’irradiation des GL15 en culture
avant implantation dans les tranches a permis de
diviser par 10 la prolifération dans les tranches
sans modifier les capacités d’infiltration et de
migration des cellules tumorales. 
C. Application aux biopsies chez le Chien
1- Biopsie par stéréotaxie assistée par tomod-
ensitométrie des tumeurs du système nerveux
central chez le chien
Justification
Une concordance entre les gliomes canins et
humains est observée dans les données épidémi-
ologiques, cliniques, et histologiques (en partic-
ulier le caractère infiltrant non observé dans les
modèles d’implantation de lignées tumorales
chez le rat).  Parmi les tumeurs du SNC chez le
chien, les gliomes sont les tumeurs cérébrales pri-
maires les plus répandues (incidence de 14/100
000). Une forte prédominance des races dérivées
du bulldog ancestral (boxer, boston terrier, bull-
dog, etc...) est à signaler dans l’espèce canine. Il
n’existe aucune différence significative d’inci-
dence entre mâle et femelle. La thérapeutique
classique est proche de celle utilisée chez
l’homme (exérèse, chimiothérapie, radio-
thérapie). Les données concernant la survie des
animaux opérés de tumeurs cérébrales sont peu
nombreuses et le résultat à long terme dépend
pour l’essentiel du type de tumeur opérée. Le
pronostic est amélioré par la chirurgie de façon
significative, mais reste mauvais (2 à 3 mois pour
les gliomes sans traitement, contre 2 à 6 mois
avec traitement, données personnelles, P.
Moissonnier).
La nécessité de posséder un bilan d’extension
d’un cancer avant d’aborder son traitement
chirurgical s’est imposée comme une règle fon-
damentale de l’oncologie. Cette démarche
générale n’était pas appliquée en neurochirurgie
centrale vétérinaire pour plusieurs raisons. En
l’absence de technique d’imagerie médicale
accessible au praticien vétérinaire autorisant l’é-
valuation des formations intracrâniennes, le diag-
nostic clinique était trop imprécis pour entrepren-
dre une intervention chirugicale. La gravité
potentielle de certaines tumeurs du système
nerveux central conduisait rapidement à une
euthanasie des chiens. L’évolution des techniques
d’imagerie (tomodensitométrie, IRM), leur
accessibilité aux praticiens vétérinaires, et les
progrès simultanés réalisés en chirurgie neu-
rologique permettent à présent d’aborder les
tumeurs du cerveau comme tout autre néoplasme.
Malgré les progrès de l’imagerie médicale, il
n’est pas toujours possible d’établir avec certi-
tude la nature histologique de la tumeur.
Certaines lésions “inflammatoires” (prise de con-
traste) ou supposées “dégénératives” (zones
hypodenses) laissent souvent persister un doute
quant à la nature exacte de l’affection causale. Le
pronostic et le schéma thérapeutique demeurent
ainsi difficiles à établir. La biopsie s’impose
alors, l’application qui nous intéresse est le diag-
nostic anatomo-pathologique.
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Différents types de biopsie
• Biopsie par résection (Niebauer et al, 1991) : La
tumeur est abordée dans son intégralité et un
fragment est prélevé en vue d’examen. Cette
modalité est trop complexe pour être proposée
comme préalable à la chirurgie et ne s’applique
qu’aux cas où l’exérèse en première intention
ayant été prévue, elle s’avère trop délabrante.
• Biopsie à main levée (Harari et al, 1993) :
L’aspect volumineux des tumeurs intracrâniennes
lors du diagnostic tomodensitométrique laisse
parfois espérer qu’un simple repérage par mesure
externe à partir des formations anatomiques
directement palpables est suffisant pour en
prélever un fragment. L’épaisseur des muscles
recouvrant les zones de biopsie, la faible taille
relative des tumeurs (une masse de 2cm de
diamètre paraît volumineuse au scanner mais cor-
respond à un petit volume rapporté au crâne),
l’absence de rapports constants entre les repères
crâniens externes et les formations cérébrales,
rendent cette technique très aléatoire en pratique.
• Biopsie échoguidée (Benediktsson et al, 1992) :
Le besoin de voir la zone biopsiée a conduit à
développer cette technique. Moyennant la con-
ception d’un viseur s’adaptant au trou de trépan,
la précision de la biopsie est bonne. Mais la tech-
nique se heurte en pratique vétérinaire à la
présence de formations anatomiques denses (faux
du cerveau et tente du cervelet), à la nécessité de
posséder une sonde et un gel stériles, d’adapter
une trocard de Sedan sur l’instrumentation et
d’appliquer l’ensemble sans occasionner de
lésions au cortex cérébral par compression.
• Biopsie par stéréotaxie assistée par TDM : Nous
nous sommes orientés depuis plusieurs années
vers cette modalité qui, associe une grande
innocuité pour le patient à une précision de l’or-
dre du millimètre une fois l’instrumentation
adaptée aux chiens et chats.
Il s’agit de repérer un point ou cible dans le
cerveau et d’y amener avec précision et innocuité
un instrument de biopsie. Chez l’animal d’ex-
périmentation, comme chez l’homme, des atlas
de stéréotaxie fournissent les coordonnés spa-
tiales des différentes formations anatomiques de
l’encéphale. La diversité des formats rencontrés
en clinique ne permet pas d’utiliser ces atlas et un
repérage individuel (par TDM) est indispensable
(Apuzzo et al, 1983). Un cadre de stéréotaxie
modulable et compatible avec son passage au
scanner, inspiré de celui employé chez l’homme
(cadre de Laitinen) et s’appuyant sur les conduits
auditifs, la bouche et le palais a été conçu. Ce
cadre comporte des repères qui, retranscrits sur
l’image TDM, permettent de localiser la cible
dans l’espace. Nous nous sommes fixé une cible
de 1 cm de diamètre comme objectif, compte
tenu de nos constatations cliniques concernant la
taille des tumeurs habituellement rencontrées.
Matériels et méthodes
Description du cadre (Figure 21).
Nous avons mis au point un cadre permettant de
produire, sur les clichés tomodensitométriques,
des points de repère extra-crâniens utilisables
pour calculer les coordonnées spatiales d’un
point intracrânien. Tous les matériaux utilisés
sont rigides et compatibles avec le scanner. Le
cadre est modifiable à volonté selon le format du
chien. Il autorise une contention reproductible au
scanner et lors de la biopsie. Il est composé d’un
support et de montants, de triangles de localisa-
tion assurant les repères extra-crâniens, d’un fan-
tôme de visée qui permet de réaliser une simula-
tion de biopsie après retrait du chien hors du
cadre, d’une perche de biopsie guidant le trocard
jusqu’au point matérialisé par le fantôme de visée
et correspondant aux coordonnées spatiales du
centre de la cible, de barres d’oreilles et con-
stricteur nasal assurant l’immobilisation stricte
de la tête. Le biopseur à guillotine à ouverture
latérale est muni de trois tiges coaxiales (type
Sedan) dont l’extrémité mousse permet une péné-
tration atraumatique au sein des formations nor-
males.
La procédure de biopsie par stéréotaxie est un
geste chirurgical réalisé au bloc opératoire en
s’entourant de toutes les mesures accompagnant
une intervention intracrânienne (anesthésie, asep-
sie, matériel ...). On peut retenir les temps princi-
paux suivants : mise en place du cadre adaptation
au patient (Figure 22), réalisation d’un scanner
(Figure 23), calcul des coordonnés, repérage de
la cible au moyen du “fantôme”, préparation du
patient dans la cadre au bloc opératoire, cran-
iotomie au trépan débrayable, biopsie de la cible,
obstruction de l’orifice et fermeture des plaies.
La biopsie est un geste invasif intracrânien qui
réclame une surveillance post-opératoire de 48
heures environ même si la plupart des patients
regagnent les locaux d’hospitalisation en laisse
dès le réveil. 
Utilisation en clinique
L’évaluation de la précision a été réalisée par
injection d’une pâte radio-opaque sur têtes de
cadavres et d’un second scanner pour comparer
les coordonnées des cibles théoriques et réelles.
La précision moyenne a été de 2,9 ± 1,1 mm ce
qui assure la possibilité de biopser des masses de
6 mm.
Cette technique a été appliquée en clinique sur 23
chiens ayant subi un scanner ne permettant pas de
conclure sur la pathologie cérébrale.
Le tissu cible n’a pas été atteint dans un seul cas
en raison de la rigidité de la tumeur (ménin-
giome). Sur les 22 cas restant, le diagnostic a pu
être réalisé dans 21 cas (5 oligodendrogliomes, 3
astrocytomes, 1 gliome mixte, 5 meningiomes, 3
lymphomes, 1 papillome de plexus choroïde, 1
carcinome de cellule squameuse, 1 méningo-
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fonction des cas. On a observé des cellules bipo-
laires fusiformes orientées de façon centrifuge
par rapport au morceau, des cellules différenciées
avec des prolongements fins, et des cellules
présentant un corps cellulaire étalé.
Les cellules qui avaient colonisé environ 50% de
la boîte ont été repiquées après trypsinisation.
Pour les deux astrocytomes, les cellules se sont
détachées facilement et ont adhéré à nouveau
dans une boîte neuve, et se sont multipliées à
nouveau pendant 2 à 4 passages. Dans le cas de
la tumeur mixte, les cellules n’ont pas pu être
détachées.
Le premier cas d’astrocytome a été injecté après
4 passages alors que les cellules ne se multipli-
aient presque plus. L’autre cas d’astrocytome a
été injecté dans les tranches après le deuxième
repiquage.
En culture, les cellules issues de biopsie ont été
identifiées par la vimentine (Figure 24), tandis
qu’elles étaient faiblement marquées par la
fibronectine et la GFAP. Dans les tranches, on a
visualisé les cellules tumorales par un marquage
vimentine. Les cellules issues du premier astro-
cytome canin, injectées dans les tranches, for-
maient une petite tumeur sphérique, compacte. Il
n’y avait pas d’infiltration, on observait cepen-
dant la présence de quelques cellules tumorales à
distance du foyer tumoral qui, la plupart du temps
,étaient associées à des dépôts de laminine.
Les cellules du second astrocytome se sont
développées sous forme d’une masse tumorale,
avec, dès J8, de nombreuses cellules présentant
de très longs prolongements fins en infiltration
dans toutes les directions. A J15 la masse
tumorale présentait en son centre une zone de
légère nécrose, le nombre de cellules en infiltra-
tion était fortement augmenté, la morphologie
cellulaire était exacerbée avec des prolongements
qui dépassant 50 µM, et des corps cellulaires très
peu visibles (Figure 25). Il ne semblait pas y
avoir de rapport entre les vaisseaux présents
autour de la masse tumorale et l’infiltration des
cellules tumorales. En revanche, dans deux
tranches, nous avons observé un vaisseau qui
pénètrait dans la masse tumorale et entourait la
partie nécrotique.
Discussion
La culture de cellules tumorales issues de biopsie
ou d’exérèse s’est révélée fastidieuse et aléatoire,
même si le taux de réussite a été meilleur que
dans les cultures de glioblastomes humains. Pour
ces derniers, nous avons adopté une autre tech-
nique basée sur l’injection dans les tranches
cérébrales, non pas de cellules dissociées issues
d’une culture mais de morceaux directement
obtenues à partir de la biopsie. Ce choix annule
un temps de culture long et aléatoire (contamina-
tion, absence de croissance), et évite de travailler
sur des clones selectionnés par la culture.
encéphalite granulomateuse, 1 encéphalite). Des
complications légères ont été observées dans 4
cas. Deux chiens sont morts après la biopsie. Le
nombre élevé de complications et la gravité dans
deux cas en comparaison des résultats obtenus
chez l’homme peuvent être associés à des hémor-
ragies. La gravité de ces hémorragies, même
minimes peut être expliquée par le diagnostic
tardif associé à une forte hypertension préopéra-
toire chez le chien, ainsi qu’à l’absence d’an-
giographie.
2- Culture de biopsies de glioblastomes
Matériels et méthodes
Des fragments issus de 3 biopsies (2 astrocy-
tomes anaplasique et 1 oligo-astrocytome mixte)
de tumeurs canines ont été mis en culture. Les
prélèvements ont été déposés juste après la biop-
sie dans du milieu Leibowitz (Gibco) additionné
de 100 µg mL-1 de streptomycine, 100U mL-1
de pénicilline, puis transportés au laboratoire et
conservés à 37°C dans une atmosphère humide
contenant 5% de CO2 jusqu’à leur utilisation.
L’ensemble des étapes ultérieures a été réalisé en
conditions stériles sous une hotte à flux laminaire
vertical. La dissection a été effectuée dans le
milieu Leibowitz additionné des antibiotiques :
les parties nécrosées et hémorragiques ont été
retirées. Après deux rinçages avec la solution
saline de Hanks, la tumeur a été découpée en
morceaux d’environ 0,1 mm3. Les morceaux ont
été mis en culture dans des boites de pétri con-
tenant 500µL du milieu de culture suivant :
DMEM, 20% SVF, 2mM glutamine, 100µg mL-
1 streptomycine, 100U mL-1 pénicilline, 2%
acides aminés, 5µg mL-1 insuline. Le milieu a
été changé au bout d’une semaine puis deux fois
par semaine (1 mL par boîte). Après 2 à 3
semaines de culture, les explants ont été retirés et
les cellules qui ont adhéré ont été repiquées.
Après deux rinçages avec la solution saline de
Hanks, les cellules ont été décollées par la tryp-
sine EDTA 0,05% à 37°C pendant 2 à 5 min, l’ac-
tion de la trypsine a été stoppée par l’addition de
milieu contenant du SVF, puis la solution a été
centrifugées 10 mn à 300g. Le culot obtenu a été
repris dans du milieu et remis en culture. Pour la
greffe dans les tranches, le protocole suivi a été
identique à celui des lignées.
Résultats
Seule la technique de mise en culture de morceau
de 0,1 mm3 sans dissociation enzymatique ou
mécanique a pu aboutir à une multiplication cel-
lulaire. Progressivement des cellules sont sorties
des morceaux et ont adhéré à la boîte de pétri,
puis se sont étalées tout autour des morceaux. La
plupart ont formé des clones. La morphologie
cellulaire à la sortie des morceaux a varié en
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Figure 24. Astrocytome anaplasique canin en culture.
Immunomarquage Vimentine des cellules
tumorales en culture. Barre = 80 µm.
Figure 25 : Astrocytome canin dans une tranche céré-
brale de souris.
Double immunomarquage vimentine (Cy3-
rouge) et laminine (FITC-vert) des tranches
cérébrales à J15 injectée avec des cellules d’as-
trocytome anaplasique de chien. Barre = 300 µm
D. Perspectives 
1- Evolution du protocole de double injection
Un certain nombre de résultats ont été obtenus et
permettent de continuer le projet de thérapie cel-
lulaire et génique des glioblastomes. Dans les
modèles de tranches cérébrales et de rats immun-
odéprimés greffés avec des cellules d’une lignée
tumorales, nous avons caractérisé des voies de
migration préférentielles et stéréotypées repro-
duisant celles observées chez les patients (infil-
tration de proximité, migration le long des vais-
seaux et dans la substance blanche). Dans les
tranches cérébrales, les cellules de la seconde
tumeur se sont développées en périphérie de la
première et ont emprunté les mêmes voies de
migration. Parallèlement nous avons démontré la
faisabilité d’une irradiation de ces cellules afin de
diminuer fortement leur pouvoir prolifératif tout
en conservant leur caractère infiltrant. La double
injection en utilisant les cellules irradiées a repro-
duit les résultats de suivi des voies de migration
observé avec des cellules non irradiées. Dans le
protocole de double injection intracérébrale chez
le rat immunodéprimé, nous n’avons pas pu
démontrer le suivi des voies de migration de la
seconde tumeur.
La faisabilité du protocole clinique sur le chien a
pu être démontrée par un recrutement de tumeurs
cérébrales à l’école vétérinaire, par la réalisation
de biopsies stéréotaxiques chez le chien grâce à
la mise au point un cadre stéréotaxique adapté et
utilisable sous scanner, et par la culture in vitro
des cellules de glioblastome et leur injection dans
les tranches cérébrales. La suite de ces travaux
correspond à la construction d’un vecteur de
Figure 21. Représentation schématique du cadre stéréotaxique.
Figure 22. Chien mis en place dans le cadre stéréotaxique.
Figure 23. Scanner du chien avec le cadre stéréotaxique. 
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thérapie génique afin de modifier ex vivo les cel-
lules tumorales prélevées chez le Chien en intro-
duisant un gène codant pour une cytokine
immunostimulante (GM-CSF ou IL2) canine
sous dépendance d’un promoteur inductible, et
associé au gène TK pour pouvoir détruire les cel-
lules par administration de Ganciclovir.
Alternativement, les cellules souches ont montré
des capacités migratoires élevées. Etant plus
facilement accessibles   et cultivables que les cel-
lules tumorales elles pouraient être utilisées
comme vecteur. 
Les travaux expérimentaux développés à partir
de nos deux modèles de glioblastome invasif ont
été à l’origine d’études plus larges sur ces
glioblastomes et sur les moyens thérapeutiques
envisageable :
2- Modification de l’angiogénèse
Le modèle de tranches cérébrales injectées avec
des cellules tumorales s’est révélé être un modèle
original d’angiogenèse excluant le rôle nourricier
de l’angiogenèse pour la tumeur mais permettant
d’étudier spécifiquement l’interaction entre vais-
seaux néoformés et migration cellulaire. La
quantification d’une angiogénèse dépendant de la
lignée tumorale injectée nous assure un modèle
adéquat pour l’évaluation de toute modification
de cette angiogénèse. Nous commençons en col-
laboration un travail visant à inhiber cette angio-
genèse dans les tranches par la transfection d’un
gène codant pour l’angiostatine ou l’endostatine
afin d’observer les conséquences sur la migration
cellulaire et la croissance tumorale. 
De manière générale, ce modèle semble bien
adapté à l’étude des interactions entre cellule
tumorale et cellule hôte. 
3- Evaluation de la sensibilité chimiothérapique
des glioblastomes dans les tranches cérébrales
Les deux modèles établis reproduisent fidèlement
le comportement des glioblastomes chez les
patients. Nous allons donc les utiliser pour tester
différentes thérapeutiques ciblées contre la pro-
lifération cellulaire et l’angiogenèse. Une pre-
mière évaluation de l’efficacité thérapeutique de
différentes molécules en cours d’essais préclin-
iques, ou en développement, sera réalisée sur dif-
férentes lignées cérébrales (GL15, 8MG-BA et
lignée établies chez des souris nude à l’IGR) dans
le modèle de tranches cérébrales plus facile à
mettre en œuvre. L’effet des molécules présen-
tant les actions les plus sensibles pourra être éval-
ué dans le modèle de xénogreffe intracérébrale.
L’objectif est de réaliser une évaluation individu-
elle du comportement des cellules tumorales d’un
patient en réponse à ces molécules afin d’aider au
choix thérapeutique. Les molécules concernées
dans un premier temps sont le Thalidomide pour
ses effets démontrés sur l’angiogenèse et la crois-
sance tumorale, et d’autres molécules utilisées
parallèlement en essai clinique de phase 1 à
l’IGR.
4- Caractérisation génétique des cellules invasives
Ce modèle semble aussi adapté pour une étude de
corrélation entre la clinique, le phénotype invasif
et l’expression génique.
Bien que la capacité d’envahissement du
parenchyme soit connue depuis longtemps
(Scherer 1940) les connaissances sur le mécan-
isme et sur le phénotype invasif restent très par-
tielles. De nombreuses études recherchent les
mécanismes d’invasion, mais peu explorent la
nature des cellules invasives. Il a été suggéré que
les cellules invasives pourraient posséder des
propriétés différentes des cellules de la masse
tumorale (Chicoine et Silbergeld, 1995a). La plu-
part des gliomes, considérés comme ayant une
origine clonale, présentent une instabilité géné-
tique et développent des populations clonales dis-
tinctes. La PCR associée à une CGH sur 50-60
cellules a permis à Jung et al (1999) de démontr-
er des pertes et gains de régions spécifiques de
chromosomes, indétectables dans l’homogénat
tumoral. L’hétérogénéité au sein d’une tumeur est
aussi mise en évidence par la mutation p53
(Louis, 1994; Kyritsis et al, 1996), par l’expres-
sion de PTEN (Sano et al, 1999) ou l’activation
d’EGFR (Feldkamp et al, 1999). Ces cellules
invasives ont été mises en évidence dans les
études anatomo-pathologiques (Scherer et al,
1940; Nagashima et al, 1999) et dans des mod-
èles rongeurs utilisant des cellules tumorales pré-
marquées (Lampson et al, 1992; Paulus et al,
1996). Ces cellules invasives semblent toujours
résister aux thérapeutiques lors de destruction du
foyer tumoral ou lors d’arrêt de la prolifération
cellulaire (Terzis et al, 1993). Les récidives appa-
raissent systématiquement à partir de la zone
d’infiltration (Lee et al, 1999). De plus, les cel-
lules invasives ne semblent que rarement
développer une seconde masse tumorale (Rogers
et al, 1994). Il a donc été spéculé que les cellules
invasives supprimaient leur potentiel de pro-
lifération mais étaient capables de le retrouver
sous influence de facteurs inconnus probable-
ment des facteurs de croissance et des molécules
d’interaction de type intégrine (Chicoine et
Silbergeld, 1995a,b; Giese et Westphal, 1996).
Quelques hypothèses ont été soulevées pour
expliquer le contrôle du cycle cellulaire dans les
cellules en migration. Les études de migration in
vitro ont montré que les cellules en migration
rapide ne proliféraient pas temporairement
(Giese et al, 1996b). Dans le cerveau humain,
prolifération et migration ne sont ni corrélées ni
exclusives (Schiffer et al, 1997).
La grande différence entre les cellules en inva-
sion et les cellules de la masse tumorale est que
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les premières se sont détachées de la masse et
continuent à se déplacer en cellule individuelle.
Le changement consécutif d’environnement
implique nécessairement des changements dras-
tiques de la balance prolifération/mort cellulaire
Dans des sphéroïdes de gliomes canins, il a été
démontré que la quantité de gap jonctions entre
les cellules tumorales (illustrée par l’expression
de la connexine 43) était corrélée négativement
avec la migration, suggérant une facilitation de la
migration par la perte de connexine 43
(McDonough et al, 1999). La suppression de
connexine 43 a induit une augmentation de la
croissance des C6. (Omori et Yamasaki 1998).
Inversement les cellules de gliome possédant la
connexine 43 peuvent établir des jonctions gap
avec les astrocytes du parenchyme (Zhang et al,
1999). Il a de plus été montré que des cellules de
gliome en coculture avec des cellules exprimant
la connexine 43 présentaient une inhibition de
leur croissance suggérant une influence des astro-
cytes sur les mitoses des cellules de gliome (Zhu
et al, 1992). 
Les facteurs de croissance et leurs récepteurs
peuvent influencer différemment des cellules en
infiltration peu nombreuses au regard des cellules
du parenchyme et des cellules de la masse
tumorale (Ness et al, 1994; El-Obeid et al, 1997).
Parmi les facteurs de croissances associés à un
effet positif sur la migration, on citera l’EGF, le
basic fibroblast growth factor (bFGF)
(Engebraaten et al, 1993), et l’hepatocyte growth
factor/scatter factor (SF) (Laterra et al, 1997). 
L’objectif du travail est de réaliser une analyse
séparée du comportement d’invasion et de crois-
sance des cellules isolées de la marge et de la
masse tumorale de gliomes, et dans un second
temps des propriétés biologiques qui sous-tendent
ces comportements dans les tranches cérébrales.
Dans ce but, deux biopsies stéréotaxiques seront
obtenues, une dans la masse tumorale et une dans
la marge. L’implantation des prélèvements sera
réalisée dans les conditions déjà établies. Les
paramètres évalués compareront quantitativement
la prolifération et l’invasion, parallèlement à une
étude génétique.
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